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(Aus dem Institut fiir Garungstechnik und Garungsphysiologie 
der T. H. Miinchen/Weihenstephan.) 


Beitrige zur Kenntnis der 
coliformen Bakterien nieder- und mittelprozentiger Biere 
und zur Klarung der Formenverwandtschaft innerhalb 
der Coli-Aerogenes-Gruppe?. 


I. Die coliformen Bakterien nieder- und mittelprozentiger Biere. 


Von 
A. UHL. 


(Hingegangen am 16. April 1951.) 


Als die Verhaltnisse der letzten Kriegs- und Nachkriegszeit die Brau- 
industrie zur Fertigung von schwacherprozentigen Bieren und Bierersatz- 
getranken zwangen und es sich hierbei herausstellte, daB solche Getrainke 
haufig durch Kurzstabchen vom Typ der in Brauerkreisen auch als 
,,lermobakterien“ bezeichneten sogenannten ,,Wiirzebakterien“ ver- 
dorben wurden, wurde eine griindliche systematische Bearbeitung dieser 
technologischen Bakterien-Gruppe, die bis dahin systematisch noch 
wenig geklirt war, notwendig. Dies galt vor allem auch hinsichtlich der 
zu den Coli-Aerogenes-Bakterien gehérigen Vertreter dieser Gruppe, da 
einige Autoren [ScHwEscHNnrkowa (1941), CHEVALIER (1946) und Hom- 
PESCH (1947, 1949)]in Bier und Bierersatzgetrinken auch Coli-Bakterien 
oder coli-ahnliche Formen nachgewiesen hatten, und weil von letzterem 
auf Grund seiner oft sehr ungiinstig zu beurteilenden Colititer-Befunde 
die Ansicht vertreten wurde, daB die Forderung einer hygienisch-bak- 
teriologischen Priifung fiir Bier und Bierersatzgetrinke genau so Geltung 
habe wie fiir Trinkwasser, bei dem die Anwesenheit von Colibakterien 
auf eine fikale Verunreinigung mit der Méglichkeit einer Verbreitung 
von Krankheitserregern schlieBen lasse. Die Notwendigkeit eines Coli- 
Nachweises in Bier schien Hompxscu iiberdies dadurch noch besonders 
bewiesen, daB nach seinen Befunden T'yphus- und Paratyphus-Bakterien 
— bei entsprechend hoher Einsaatmenge — z. B. in 8% igem Bier unter 
Bedingungen, wie sie die natiirlichen Betriebsverhaltnisse bieten, eine 
betrachtlich lange Lebensfahigkeit von etwa 8 Wochen aufweisen. 


In Erganzung zu den neueren systematischen Untersuchungen von OLSEN und 
Povtsen (1948), die in Wiirze und garender Wiirze Vertreter der 5 Genera Aero- 
bacter, Escherichia, Flavobacterium, Pseudomonas und Achromobacter feststellten, 
bemiihte sich schlieBlich Hetm (1949) um eine weitere Aufgliederung der zur 


1 Gekiirzte Wiedergabe einer Habilitationsschrift, die 1950 bei der T. H. Miin- 


chen eingereicht wurde. 
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Coli-Aerogenes-Gruppe gehérenden Formen der ,,Wiirzebakterien“. Dieser Forscher 
konnte bei der Durchfiihrung von laufenden Betriebskontrollen in Brauereien aus 
Reinigungswasser, Wiirze, girender Wiirze, Bier und Tank-Gelager ein reichhaltiges 
Material aus Lactose gas- und sdéureproduzierender Bakterien herausztichten. Zu 
einem Teil konnten diese von ihm, entsprechend ihrem Verhalten in den Imvic- 
Testen, als Esch. coli, Esch. freundii und Aerob. aerogenes, je mit indol-positiven und 
indol-negativen Typen vertreten, bestimmt werden. : 

Durch diese Untersuchungen von HeEwm ist die systematische Aufg 
gliederung der in Wiirze und Bier vorkommenden Coli-Aerogenes-Formen 
zweifellos besonders gefordert worden. Jedoch muBte sich dieser Autor, 
der iibrigens ebenfalls fiir die Durchfiihrung einer besonderen hygie- 
nischen Betriebsiiberwachung — allerdings in abgewandelter Form — 
durch Vornahme eines Coli-Aerogenes-Nachweises eintritt, bei seinen 
Kontrollarbeiten begreiflicherweise auf die wichtigsten zur Typendiffe- 
renzierung notigen Teste beschrinken. So fehlt bei seinen Untersuchun- 
gen z. B. auch der Versuch einer Scheidung der gefundenen fakalen 
Typen in solche vom Warmbliiter- bzw. Kaltbliiterdarm stammende. 
Wirklich notwendig ware die Einfiihrung einer besonderen hygienischen 
Uberwachung der Betriebserzeugnisse — in Anlehnung an die Proble- 
matik bei der Trinkwasserbewertung — letzten Endes aber nur bei 
haufigerem Vorkommen von aus Warmbliiterdarm stammenden Coli- 
und Paracoli-Keimen faikalen Ursprungs. Nur diese sind als typische 
Leitorganismen von Verunreinigungen anzusehen, welche die Gefahr der 
Verbreitung von Seuchenerregern der J'yphus-Paratyphus-Enteritis- 
Gruppe in sich bergen. 

Kine eingehende Beschreibung und systematische Bearbeitung unter 
Erfassung einer Vielzahl von morphologischen, kulturellen und_bio- 
chemischen Eigenschaften ist also bislang bei diesen in Wiirze und Bier 
nachweisbaren Typen der Coli-Aerogenes-Gruppe noch nicht vollwertig 
vorgenommen worden, diirfte aber zweifellos eine weitere Grundlage zur 
Beurteilung der hygienischen und technologischen Bedeutung dieser 
Bakterien fiir den Brauereibetrieb bilden. Vorliegende Arbeit soll daher 
eine méglichst weitgehende Aufgliederung der aus Bier isolierbaren Bak- 
terien dieser Gruppe bringen. Dariiber hinaus sollen die erzielten Ergeb-. 
nisse noch zur Klairung der Formen-Verwandtschaft innerhalb dieser 
Gruppe ausgewertet werden. 


A. Methodik. 
1. Die Isolierung und Reinziichtung der Stéimme. 
Die untersuchten Stiémme wurden aus 22 Proben 2%igem Bier 
(einschl. 1 Probe giirender Wiirze) und 19 Proben 8° igem Bier (einschl. 
2 Proben 5,5% Bier) isoliert. Die Proben stammten von Klein-, Mittel- 


und Grofbrauereien der verschiedensten Gegenden Siid- und West- 
deutschlands. 
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Die Isolierung und Reinigung der Stamme erfolgte jeweils iiber 5 Endo-Agar- 
platten im AnschluB an die Anreicherungskultur in Galle-Gentianaviolett-Lactose- 
Bouillon. Je eine Kolonie der auf jeder ersten Endo-Platte gewachsenen verschieden- 
artigen Kolonie-Typen wurde jeweils abgeimpft und iiber eine Serie von 4 weiteren 
Endo-Agarplatten, unter jeweiliger Zwischenschaltung von 2—3 Std alten Stand.IT- 
Bouillonkulturen (Merck) zwischen den Ausstrichplatten, vor der Ausfiihrung wei- 
terer Untersuchungen ,,gereinigt‘‘. Die Kulturtemperatur betrug 37° C. Hierdurch 
war den Forderungen, wie sie RucuHorr und Mitarbeiter (1931) zur Erreichung 
reiner Stamme bei der Isolierung von Coli-Bakterien aufzeigte, in vollstem Mafe 
Geniige getan, so daB am Ende dieses Reinigungsganges das Vorliegen reiner Staémme 
angenommen werden durfte. Auf diese Weise wurden insgesamt 69 coliforme Stiimme 
isoliert, die zur weiteren Verfiigung fiir die geplanten Untersuchungen laufend auf 
Stand. I-Agar (Merck) weitergeziichtet wurden. 


Staémme aus 2% igem Bier sind in den Tabellen mit einem groBen Buchstaben 
und einer arabischen Ziffer als Index bezeichnet (z. B. B4). Von diesen sind jeweils 
die buchstabengleichen Stémme aus ein und derselben Probe isoliert worden. 
Stémme aus 8% igem Bier (einschl. 2 Pr. 5,5% Bier) sind durch eine arabische Ziffer 
mit einem kleinen Buchstaben als Index gekennzeichnet (z. B. 1a). In diesem Falle 
stammen jeweils ziffern-gleiche Stémme aus derselben Probe. 


2. Die Ermittlung der morphologischen, kulturellen und biochemischen 
Ligenschaften der Stimme. 


Die Bestimmung der Stémme und Charakterisierung ihrer morpholo- 
gischen, kulturellen und biochemischen Eigenschaften wurde folgender- 
mafen durchgefiihrt: 


Gramfarbung: Nach der Methode von Hucksr (n. Dorner, 1933) mit 16 bis 
18 Std alten, bei 30°C gewachsenen St.l-Agar-Strichkulturen. — Sporenbil- 
dungsnachweis: 3—4 Wochen alte, bei*30° C bebriitete Kartoffelkulturen. — 
Feststellung der Beweglichkeit und Art der BegeiBelung: Geibelfarbung 
nach CasaREs-Gin (DorNER, |. c.), bei spaterer Wiederholung. An Stammen, die 
sich dabei als nicht begeiBelt erwiesen, wurde im Quetschwasser junger St.I-Bouil- 
lon-Kulturen, sowie in 16—18 Std alten St.II-Bouillon-Kulturen die Beweglichkeit 
im Dunkelfeld nachgepriift. Kulturtemperatur jeweils 30°C. — Gelatinever- 
fliissigung: Stichkulturen in Bouillongelatine, bei Zimmertemperatur aufgestellt ; 
Beobachtungszeit 60 Tage. — Kulturelles Verhalten: Nahrbouillon, Nahrgela- 
tine und Nahragar, sowie der zur prasumptiven Typen-Differenzierung dienende 
Fuchsin-Lactose-Agar nach Enpo und der Kosin-Methylenblau-Lactose-Agar 
(E.M.B.) nach Levine wurden jeweils nach den dafiir tiblichen Standardvorschrif- 
ten (DoRNER, I. c.) angefertigt und bebriitet. — Indolbildung: Nachweis in der 
Nahrlésung nach NEtsseR-FRIEBER (OLSZEWSKI und Spirta, 1931) in Verbindung 
mit dem Reagens nach Kovacs (1928), sowie in der Nahrlosung nach GurRsBAcH 
(Oxsz. u. Sp. |. c.) in Verbindung mit dem Reagens nach GorrsacKER (1933). Die 
Ergebnisse stimmten miteinander iiberein. Spitere Wiederholungen mit St.IT- 
Bouillon (Merck), womit gleich gute Ergebnisse erzielt wurden. Bebriitung bei 37° C 
wahrend 2 Tagen, bei negativem Befund bis zu 4 Tagen. — Methylrot- und 
Voaxrs-PROSKAUER-Probe: Standardisierte Nahrlésung nach CLARK und Luss 
(Dorner, 1. c.). Bebriitung 4 Tage bei 37° C. VP-Probe nach Bunxsr, TUCKER und 
GrEEN (1918), zeitweise paralell hierzu auch nach Dorner und HELLINGER (1935), 
jedoch ohne besondere Vorteile. Beobachtungszeit fiir die Farbreaktion in den Uhr- 
schalchen bis zu 24 Std. Die beste Farbtiefe war meist nach 4—6 Std erreicht. — 
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Citrat-Probe: In der Koserschen Nahrlésung (OtszewskI und Sprrra, 1931) bei 
37° C. Negative Befunde wurden bei 25° C nachgepriift. Beobachtungszeit 12 Tage. 
—_ Nitratreduktion: Nach der Vorschrift von Dorner (I. c.). — N- Quellen- 
Verwertung: Als alleinige N-Quellen wurden Harnsaure, Uracil und Harnstoff in 
synthetischer Nahrlésung nach Mrronett und Levine (1938) gepriift. Sterilisation 
durch E.K.-Filtration mittels Seitz-E.K.-Filter (in Ur-Vorschrift: Chamberland- 
kerzen L 3). Bebriitung 7 Tage bei 30° C (Ur-Vorschrift 5 Tage). — Fermentie- | 
rung vergarbarer Substanzen: Grundsubstrat war eine durch zwei besonders 
fermentstarke Versuchsstaimme vorvergorene St.I-Bouillon (Merck) von px 6,8 mit 
jeweils 0,5°% vergairbarer Substanz. Kultur in DurHam-Rohrchen bei 37° C, in 
besonderen Fallen bei 25° C. Beobachtungszeit bis zu 10 Tagen. Messung der px- 
Werte mittels Lyphanstreifen. — E1skmansche Probe: Abwandlung nach Butir 
(1907) mit Mannit-Neutralrot-Bouillon bei 45° C. — H,:CO,-Verhaltnis: Ermitt- 
lung durch Vergérung von Glucosebouillon in kalibrierten Ernnorn-Roéhrchen 
bei 37°C nach herkémmlichem Verfahren (DEMETER, 1941, p. 522). — Verhalten 
in Lackmusmilch: Kultur in einfacher Lackmusmilch (DEMETER, 1941, p. 521) 
21 Tage bei 37° C. — H,S-Bildung: Stichkulturen in Pepton-Kisenagar nach 
TITTSLER und SANDHOLZER (1937), bei 30°C bebriitet. Als Ersatz des nicht be- 
schaffbaren Bacto-Tryptons amerikanischer Herkunft diente Wirrz-Pepton. — 
Neutralrotreduktionsprobe: Nahrboden von RoTHBERGER-SCHEFFLER, modi- 
fiziert nach OLDEKOP (OLSZEWSKI und Spirra, 1931). In spaiteren Versuchsreihen 
Neutralrot-Mannitbouillon nach Burir in Verbindung mit der Mannitgarprobe. Be- 
briitung 4 Tage bei 37° C, wenn negativ, bei 25° C.—Impfmaterial: Samtliche 
Nahrsubstrate wurden vor ihrer Beimpfung einige Tage lang durch Bebriitung bei 
37°C auf Sterilitat gepriift. Im Falle der N-Quellen-Priifung Impfung mit Auf- 
schlammungen etwa 24 Std alter Nahragar-Strichkulturen in physiologischer Koch- 
salzlosung, in allen anderen Fallen mit etwa 24 Std alten St.II-Bouillon-Kulturen. 


B. Klassifizierung der Stimme auf Grund der ermittelten 
morphologischen, kulturellen und biochemischen Eigenschaften. 


1. Allgemeine Charakterisierung der Stimme. 


Alle Stamme gehérten dem unbeweglichen oder mit peritrichen GeiBeln beweg- 
lichen, geraden Kurzstiibchentyp an und erwiesen sich in jiingeren wie in alteren 
Kulturen als eindeutig gramnegativ. Die Reduktion von Nitrat zu Nitrit war von 
simtlichen Stiémmen mit gleichmaBiger Intensitét schon nach 48 Std Kulturdauer 
vollzogen. Sporenbildung trat in keinem Falle auf. — Die sonstigen morphologischen 
Befunde und die kulturellen Eigenschaften in St.I-Bouillon, auf St.I-Agar und auf 
Kartoffelscheiben zeigten teils groBe Einheitlichkeit, teils schlecht unterscheidbare 
Uberginge mit wenig differenzierendem Wert und hielten sich im iibrigen in dem 
fiir Coli-Aerogenes-Bakterien charakteristischen Eigenschaftsbereich, so daB auf 
eine besondere Mitteilung derselben verzichtet werden kann. Gelegentlich auf- 
getretene Besonderheiten werden im einzelnen bei der Tabellenbesprechung Er- 
wahnung finden. — Mit Ausnahme von 3 Staémmen in Tab. 4 (T 33, T 34 und 4b) 
fermentierten alle iibrigen auBer Glucose und verschiedenen anderen C-Quellen, 
auch Lactose unter Gas- und Saurebildung. 


Auf Grund dieser Befunde kénnen die Stiimme — abgesehen vorliufig 
von T 33, T 34 und 4b — auf alle Fille der Coli-Aerogenes-Gruppe zu- 
geordnet werden, denn sie sind kurze und gerade, gramnegative Stiab- 
chen, unbeweglich oder mit peritrichen GeiBeln beweglich, bilden keine 
Sporen und reduzieren Nitrat zu Nitrit. Sie gedeihen in kiinstlichen 
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Harnstoft : 


C- Quelle: 


Zeichen-Erklirung fiir Tab. 1—4 und 1a —4a. 


1. Im allgemeinen bedeutet: 
positiver Befund 
) geringe Einschrinkung des positiven Befundes 
)  deutliche As * 3 ;, (intermed. Reak.) 
)  starke »» (maB. posit. Reak.) 
) negativer Befund mit schwach positivem Kinschlag 
) FA », Sehr schwach positivem Hinschlag 
negativer Befund 
vollstandige Reduktion des betreffenden Farbstoffs 
nicht ganz vollstand.— mittelma8. Redukt. d. betreff. Farbst. 
maBige Reduktion d. betreff. Farbst. 


Zeichen tibereinander (desgl. Zahlen) bedeuten: 


oberes Zeichen: entsprech. Reaktion tritt haufiger auf bei wie- 
unteres Zeichen: 3 b> » wenig. haufig auf faerie 
Prifung 
2. Im besonderen bedeutet: 


+ pa 5,0 u. darunter VP: + sehr starke Reaktion 
+) px 5,1—5,2 +) noch zieml. kraft. Reak. 
(+) px 5,3—5,4 (+) mittelmaBige Reaktion 
(= —) px 5,5—5,6 (+) maBige Reaktion 
—) pH 5,7—5,8 (—) schwache Reaktion 


Pu 5,9 u. dariiber —) sehr schwache Reaktion 
nfangs: -pu: 7,0 — negative Reaktion 


Zeichen iibereinander: s. unter 1. 
; nachSauerung (Indikat. gelb) halbe Umkehr d.Reak.(Ind.griin) 


! NACH oes (aes 55 ) ganze 5, » »  (Ind.blau) 
bei 37° C u. 25° C keine Fermentierung (weder Gas- noch 
Saurebildung) 


-—) bei 37°C und 25° C héchstens nur dauernd stark verzégerte, 
schwache Fermentierung (ohne sichtbar feststellbare Gas- u. 
Saurebildung) 
+ bei37° C kraftige Gas- u. Saurebildung 
+) bei 37° C Saurebildung normal,Gasbild. etwas eingeschrankt 
(+) bei 37°C 5 mittelma8. — maBig 
S+ bei 37° C teils nur Saurebildung, teils Gas- u. Saurebildung 
iS) bei 37° C u. 25° C nur Saurebildung 
(S) bei 37° C u. 25° C nur mittelmaSige — maBige Saurebildung: 
[S] bei 37° Cu. 25° C nur schwache — sehr schwache Saurebildg. 
. rechts neben einem Zeich. bedeutet: entsprech. Fermentierung 
erst n. kiirz. Gewohnung. 
entsprech. Fermentierung 
erst n. lang. Gewohnung. 


oberes Zeich.)_. : _fober. Z.: Befund bei 37°C 
unteres Zeich. }nient ls sondern: {Pe Z.: Befund bei 25° C 
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Lackm. Milch: § Saurebildung findet statt 


Bulir 45° C: 


co. Coagulation findet statt (z. B. me Coagulation nach 4 Tagen 
Bebriitung) 


G voriibergehend Coagulation, au wieder Verfliissigung 
Gas- u. Saurebildung 
Zahl (z. B. 5,7): nur Saurebildung, py = 5,7; (Anfangs-py: 6,8) 
Zeichen u. Zahl iibereinander: s. unter | 


H,S-Bildung: ++ sehr stark positive Reaktion 


+  deutlich positive Reaktion 
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+ 
: 
: 
Nahrmedien gut, fermentieren Glucose und Lactose unter Bildung von — 


Sdure und sichtbarem Gas. 


Nach dieser Feststellung soll im folgenden an Hand einer Gegeniiberstellung der — 
Stamme in den Tab. 1—4 hinsichtlich ihrer sonstigen Merkmale die weitere Diffe- — 
renzierung erfolgen und versucht werden, die Staémme in das Bercrysche System 
(1948) einzureihen. Den Tabellen sei eine Erklarung der Zeichen vorausgeschickt 
(siehe Seite 101). 


Tabelle 1. (Fortsetzung siehe gegentiberliegende Seite). 


2 

; 2s 37° C ib shi z | 

a1 8 yb ctintal pee puneed od aan eee 
B div dtion| sda eg oS B dod Aol te Geers 4 ene 
S a ao; a gs ro|] hem i Slew, Mtl ee 
H 27 ++ ),— — ++ ] +) + 4! + + +2 + te == 

K18 Se ee car +) —#! t+ + +8 + t= = 
18a Se i ee + + + 4+ 4 -—- = 
9b 5 wisi laps Menara mama tice" hua MURS et 
2c +}/—-— ++ )]+ 4+ +! + tote ck + <= 18) 
le soe ee” ER eae! ibe me cre mm is! 
i U 37 Preah Stet ey eee | el + + +5 + + — [8] 
H 29 + + — — ++ Sige a ake a pe op BY 
G11 aia mg seer ses tae’ eee Med iin tears Sa uss 
7b + Sse ant ah +. + + tech +: + + — IS] 
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2. Klassifizierung der Stimme in Tab. 1. 


Die Stémme in Tab. | unterscheiden sich von allen iibrigen untersuch- 
ten Stammen durch die Eigenschaft, Bouillon-Gelatine langsam zu ver- 
fliissigen, ein Verhalten, das innerhalb des Tribus E'schericheae nur fiir die 
Art Aerob. cloacae besonders charakteristisch ist. AuBerdem sind sie — 
mit der geringen Ausnahme der Stimme V 31, V 32 und 4a — beweglich. 


Tabelle 1. (Fortsetzung von vorheriger Seite). 


Lackm. Bulir 45° C 
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Ein weiteres gemeinsames, fiir Aerob. cloacae spezifisches Charakte- 
ristikum dieser Stamme ist auch die Art ihrer Glycerinvergérung. Sie 
alle entwickeln in Glycerinbouillon kein oder nur Spuren von sichtbarem 
Gas. Die Siurebildung ist dabei durchwegs auffallend gering und wird 
durch die alkalischen Stoffwechselprodukte des N-Stoffwechsels bei allen 
Stémmen so neutralisiert, daB in den Kulturen gewohnlich fiir langere 
Zeit ein py- Wert um den Ausgangswert 6,8 erhalten bleibt. Im Gegensatz 
hierzu ist bei Nichtverwertung einer C- Quelle im Substrat meist schon 
nach einigen Tagen jeweils ein pq- Wert von 7,8 bis 8,3 festzustellen. 


Im tibrigen mag beziiglich der C- Quellen-Verwertung im einzelnen lediglich noch 
darauf hingewiesen werden, daB einigen Stammen — in den Tabellen durch ent- 
sprechende Zeichen gekennzeichnet — eine etwas verzégerte Lactosevergaérung 
eigen ist. Nach geniigend langer Kultur oder Gewéhnung fermentieren sie jedoch 
diesen Zucker auf ganz normale Weise. Diese Erscheinung ist also der fiir Paracoli- 
Stamme typischen ,,konstant verzégerten oder fehlenden Lactose-Vergarung“ nicht 
gleichzusetzen. 

Zur tabellenmaBigen Einordnung der Staémme dienten — in Anbetracht ihrer 
besonderen Bedeutung fiir die Klassifizierung der Coli-Aerogenes-Bakterien — in 
erster Linie die Ergebnisse der Imvic-Reaktionen; diese waren jeweils in mehrfachen 
Versuchen wahrend der ersten 3—5 Monate nach erfolgter Isolierung der Stamme 
wiederholt worden. Danach scheiden sich die Staémme in die 2 Gruppen A und B. 
Die fiir die Art Aerob. cloacae charakteristische .,Imvic-Reaktionskombination“ 
(IRK) ——-++ war nur fiir die unter A zusammengefafiten Stamme H 27—V 32 
in wiederholten Versuchen konstant, wahrend bei allen tibrigen unter B aufgefiihrten 
Stémmen die Methylrotreaktion (MR.) in den verschiedenen Versuchen teils nega- 
tiv, teils positiv war, so daf fiir sie in der Tabelle sowohl die JRK ——-+-., als 
auch jene mit der Bewertung —-+-+ + verzeichnet ist. Damit bezeugen die Stamme 
in Gruppe B intermediaren Charakter. 

Auch durch die Eigenschaft einer unterschiedlichen Reduktionskraft gegeniiber 
Neutralrot werden die Stimme in die beiden Gruppen A und B geschieden, und in 
den Ergebnissen des H,:CO,-Verhiltnisses driickt sich diese Gruppentrennung eben- 
falls in gewissem Sinne aus. Wahrend bei den A-Stammen ziemlich einheitlich die 
Kohlensaure gegeniiber dem Wasserstoff iiberwiegt, was als Aerobacter- und damit 
cloacae-typisch gilt, verhalten sich die B-Staémme sehr uneinheitlich und zeigen teil- 
weise eine gewisse Tendenz zur Bildung der Gase in umgekehrtem Verhaltnis bzw. 
zur Nur-Saéureproduktion. SchlieBlich trennt auch noch die E1skmansche Probe 
(in Burirs Substrat bei 45° C) in die beiden Gruppen A und B. Reduktion und Gas- 
bildung findet hier in keinem Falle statt, wohl aber Wachstum und Sauerung in - 
Gruppe A, wobei V 31 und V 32 sich in dieser Beziehung allerdings etwas schwan- 
kend verhalten. Die Stiimme in Gruppe B dagegen — ausgenommen D 9 — geben 
eine vollkommen negative E1sKMAN-Probe. 


Schwefelwasserstoff wird von allen Stiimmen gebildet, die Intensitit 
ist in Gruppe A jedoch etwas stiirker als in Gruppe B. 


Zum. Nachweis der Schwefelwasserstoffbildung mu8 erwahnt werden, da8B die 
Ergebnisse nicht gleichzeitig mit denen der librigen Teste, sondern erst spater nach 
einigen Monaten gewonnen wurden, da das zur Bereitung des hierfiir spezifischen 
Nahrbodens gebrauchliche Bacto-Trypton zu Beginn derVersuche nicht zurVerfiigung 
stand. Auch spater konnte es nicht mehr beschafft werden und muBte daher durch 
Witte-Pepton ersetzt. werden. Der Indicator (Ferri-Ammonium-Citrat), der fiir die 
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Empfindlichkeit der Reaktion in erster Linie spezifisch ist, und die ubrige Zusammen- 
setzung des Nahrbodens waren natiirlich gleich, wie in der von TrTTsLER und Sanp- 
HOLZER (1937) angegebenen Vorschrift. Da Witte-Pepton anstatt Bacto-Trypton 
ein zu empfindliches Nahrsubstrat fiir den Nachweis des H,S-Bildungsvermégens der 
Coli-Aerogenes-Bakterien sei und nur aus diesem Grunde auch die Cloacae-Typen, 
die nach Brrcry eigentlich H,S-negativ sein sollten, ein H,S-positives Verhalten 
zeigten, ist in Anbetracht der Versuchsergebnisse, die mit anderen Stammen erzielt 
wurden, kaum anzunehmen. Wie aus den spater zu besprechenden Tabellen hervor- 
geht, zeigten namlich verschiedene Intermediar-Formen und die Esch. coli-Stamme 
in diesem Indicator-Nahrboden mit Witte-Pepton keine H,S-Bildung. 

Auf Endo-Agar+ haben die Stamme der Gruppe A ein fiir Aerob. cloacae charak- 
teristisches Kolonie-Aussehen. Meist werden flach-erhabene, mittelgroBe, feucht- 
glanzende und etwas durchscheinende, zarte Kolonien mit blaBrosa-milchiger Farb- 
tonung gebildet. Fuchsinglanz tritt nie auf. Abweichend davon sind die Kolonien 
_ der Staémme der Gruppe B etwas weniger durchscheinend und haufiger nicht rund, 
sondern mit unregelmaBig ausgebildetem, und zum Teil — wenn alter — wallartig 
aufgeworfenem, gefaltetem Rand versehen. AuBerdem variieren sie in der Farb- 
tonung sehr stark zwischen rosa — hellrot — dunkelrot, wobei aber fast immer ein 
milchiger Ton die Farbtiefe dampft oder wenigstens eine hellere, milchig-rote Rand- 
zone einen dunkleren Kern umgibt. Das Auftreten von Fuchsinglanz ist variabel, 
wie durch 6ftere Wiederholungen festgestellt werden konnte. Einmal fehlt ein sol- 
cher ganz, dann tritt er wieder sehr stark auf, dazwischen kommen alle Ubergange 
vor, und zwar bei ein und demselben Stamm. LaBt man nach der 37° C-Kultur die 
Platten bei Zimmertemperatur noch stehen, so verschwindet der Fuchsinglanz teil- 
weise wieder und die Kolonie-Farbe wird gewoéhnlich aufgehellt. — Die Stamme 
V 31, V 32 und D 9 wachsen auf St.I-Nahragar und auf Kartoffelscheiben mit deut- 
licher Gelbfarbung. 

Nach dem Brrceyschen System diirften die Stiémme der Gruppe A 
auf Grund der gefundenen Ergebnisse ohne Bedenken als zu Aerob. cloa- 
cae zugehoérig anzusehen sein. Allerdings bilden sie, entgegen den BER- 
GEyschen Angaben, H,S. 

Im Zusammenhang damit mu8 nun darauf hingewiesen werden, dafi BERGEY 
einige der Coli-Aerogenes-Gruppe sehr nahestehende, fiir Pflanzen aber pathogene 
Formen in seinem Tribus Hrwineae untergebracht hat. So erscheinen u. a. dort auch 
zwei H,S-bildende cloacae-ahnliche Arten: Erw. betivora und Erw. carnegieana. In 
welchem Indicatormedium von diesen H,S gebildet wird, ist allerdings aus den An- 
gaben nicht ersichtlich. Die MR-, VP- und Citrat-Teste sind fiir sie in der Beschrei- 
bung leider auch nicht angegeben. Die weitere Beschreibung bei Burcry stimmt 
aber mit den Kigenschaften vorliegender Stamme so weitgehend tiberein, daB diese 
jenen mindestens so nahestehend erscheinen wie der Art Aerob. cloacae und’ daher 
genau so gut mit ihnen zusammen in die Gattung Erwinia gestellt werden kénnten. 


Vom phylogenetischen Standpunkt aus betrachtet, ware aber eine solche 
Zuordnung zweifellos abwegig, da dadurch wieder weitere Coli-A erogenes-Formen in 
ein fremdes Genus kamen. Zwingende praktische Gesichtspunkte fiir eine solche 
Zuteilung liegen aber insofern auch nicht vor, als die in Rede stehenden Formen ja 
schlieBlich gar nicht von krankem Pflanzengewebe isoliert wurden, wenngleich die 
Méglichkeit ihres eventuell pflanzenpathogenen Auftretens deshalb trotzdem, offen 


bleiben mag. 


1 Die diesbeziiglichen Ergebnisse wurden aus Raumersparnis in den Tabellen 
nicht eigens angefthrt. 
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So erscheint es also viel folgerichtiger, solche H,S-bildende Aerob. cloacae-For- 


pe Lao 


men, unbeschadet ihres pflanzen-pathogenen oder “-nichtpathogenen Charakters, © 


gemeinsam als H,S-bildende Unterarten von Aerob. cloacae in der Gattung Aero- 
bacter zu fiihren, wee eine gegebenenfalls vorhandene Pflanzenpathogenitat als 
Varietatmerkmal beniitzt werden mag. Damit stellt sich Verfasser in Ubereinstim- 


mung mit WaLpEx (1945), der ebenfalls fiir eine Umgliederung atypischer Formen — 


der Gattung Hrwinia in entsprechend andere Gattungen eintritt. 


Im Falle der Stimme V 31 und V 32 liegen auBer der positiven H,8- 
Bildung noch 2 weitere fiir Aerob. cloacae unstimmige Eigenschaften vor. 
Einmal zeichnen sich diese beiden Stamme durch Unbeweglichkeit aus. 
Sodann verwerten sie Harnsdure als alleinige N- Quelle nicht, die hin- 
gegen Aerob. cloacae nach BeRGxY verwerten soll. Dies ist bei der Identi- 
fizierung dieser Stimme mit dieser Art zu beriicksichtigen. 

Das Verhalten im Uracil-Medium wird bei Bercy im Falle Aerob. cloacae nicht 
beriicksichtigt und kann daher iibergangen werden. Dies gilt auBer fir V 31 und 
V 32 auch fiir den Stamm K 18. Gleichwohl gibt es zu bedenken, daB nach den Be- 
funden von MircHett und Levine (1938) durch Cloacae-Formen eigentlich alle 
3 untersuchten N-Quellen verwertet werden miiBten. 

Die in Gruppe B stehenden Typen kénnten auf Grund ihrer variablen 
oder zum Teil sogar konstant positiven MR-Teste sowie auf Grund ihrer 
positiven Citrat- und H,S-Reaktionen am ehesten zu der Art Esch. 
freundii gestellt werden. In klassischer Form gilt fiir diese jedoch die 
IRK —+—+. 

Bei der Beschreibung von Esch. freundii erwaihnt BrRGEY zwar auch das Vor- 
kommen von MR -positiven Intermediair-Stémmen mit positiver VP-Reaktion. Mit 
Barrirts «-Naphtol-Reagens (1936/37) gelingt es namlich, bei Intermediarformen 
noch Spuren von Acetylmethylearbinol nachzuweisen, die durch die weniger emp- 
findliche Standard-Methode (Soc. Amer. Bact. 1937) nicht mehr zu entdecken sind. 
Bemerkt sei hier aber ausdriicklich, da die hier vorliegenden Ergebnisse sogar mit 
dieser weniger empfindlichen, sogenannten Uhrschilchen-Methode nach BuNnKER, 
TUCKER und GREEN (1. c.) gewonnen wurden. 

Die Fahigkeit einer Intermediarform zur Acetoin-Bildung (pos. VP- 
Reaktion) deutet nun, worauf iibrigens auch BERGEY hinweist, zweifellos 
eine nihere Verwandtschaft zu Aerobacter als zu Esch. coli an. Es diirfte 
demnach, da Hsch. freundii in der Gattung Escherichia und dadurech in 
der niheren Verwandtschaft von Esch. coli steht, meines Erachtens nicht 
angangig sein, solche wie die hier gefundenen Intermediir-Typen mit aus- 
gesprochen positiver VP-Reaktion Hsch. freundii zuzuordnen, da hier- 
durch filschlicherweise diese Formen durch eine nihere Verwandtschaft 
zu Hsch. coli als durch eine solche zu Aerobacter charakterisiert waren, 
was ihrer Fahigkeit, Acetoin zu bilden, entgegensteht. 

Im tibrigen scheint auch noch aus anderen Griinden fiir diese Intermediarformen 
eine solche Zuordnung nicht zulassig zu sein. Auf Grund der fiir Esch. freundii hin- 
sichtlich der Gelatineverfliissigung ziemlich auseinandergehenden Befunde der ver- 


schiedenen Autoren (s. BERGRY, |. c.) wiirden sich zwar hiergegen weniger Bedenken 
erheben, jedoch trifft dies in vermehrterem Mafe fiir zwei andere Faktoren zu. 
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Einmal! fiir die Art der Glycerinverwertung, die abweichend von Esch. freundii bei die- 
sen Formen cloacae-typisch ohne Auftreten von sichtbarem Gas erfolgt und deshalb 
die hier in Frage stehenden Intermediartypen in nahe Verwandtschaft zu Aerob. 
cloacae stellt. Weiterhin verwertet Hsch. frewndit Harnsaure als alleinige N- Quelle 
nicht, im Gegensatz zu den in Gruppe B stehenden Typen, ausgenommen allerdings 
Stamm D9 und 7a. Diese beiden kénnten also mit Hsch. freundii notfalls identi- 
fiziert werden, wenn wir von der abweichenden Art der Glycerinverwertung und 
dem positiven Verhalten in der VP-Probe als stérendes Moment absehen wollten, 
wobei dann D 9 als gelbe Variante dieser Art zu werten ware. 

In Anbetracht der sich aus obigen Uberlegungen ergebenden Unsicher- 
heit, die Stamme in Tab. 1 in das BeRGrysche System eindeutig ein- 
ordnen zu k6nnen, mag daher deren allgemeine Charakterisierung 
folgendermafen umrissen werden: 

Die Stamme H 27—G11 mit den Imvic-Symbolen ——-+-+ sind 
Formen einer H,S-bildenden Unterart von Aerob. cloacae. — Die Stimme 
7b und B 5 sind Raffinose nicht vergirende Varianten dieser Unterart. 
— Die Stimme V 31 und V 32 sind unbewegliche, harnsdiurenegative 
und einen gelben Farbstoff erzeugende Varianten dieser Unterart und 
vermégen Saccharose und Raffinose nicht zu vergiiren. — Die Stamme 
G 12—7a sind citratpositive Intermediirformen, die durch das von 
ihnen unmittelbar nach ihrer Isolierung zumeist noch gezeigte negative 
Verhalten in der MR-Probe und durch ihre Fahigkeit, Acetoin zu bilden, 
eine besonders nahe Aerobacter-Verwandtschaft bekunden. Dabei sind sie 
wegen ihrer cloacae-spezifischen Gelatineverfliissigung und cloacae-glei- 
chen Glycerinverwertung sowie auf Grund ihres zumeist positiven Harn- 
sauretestes bzw. ihrer iiberhaupt hohen N- Quellenaktivitat und schlieB- 
lich noch in Anbetracht ihrer Fahigkeit, H,S zu bilden, in die unmittel- 
bare Verwandtschaftsnihe der H,S-positiven Unterart von Aerob. cloacae 
zu stellen. Der Stamm 4a ist eine unbewegliche Variante dieses Inter- 
mediir-Typs. Die Staémme D9 und 7a sind als harnsiurenegative 
Varianten desselben zu werten, wobei D9 einen gelben Farbstoff bildet, 
wihrend 7a keine Pigmentbildung zeigt, aber weder Saccharose noch 


Raffinose vergart. 


3. Klassifizierung der Stéimme in Tab. 2. 


Die in Tab. 2 aufgefiihrten Stiimme zeichnen sich durch ihr Unver- 
mégen, Gelatine zu verfliissigen, sowie durch ihre Unbeweglichkeit aus. 
Allen gemeinsam ist weiterhin eine besonders vielseitige Aktivitat gegen- 
-iiber C-Quellen sowie — abgesehen von R 19 — eine solche gegentiber 
den 3 untersuchten N- Quellen. 


Unter ihnen sind verhaltnismaBig recht haufig Schleimformen vertreten. Auf 
Endoagar zeigen simtliche Stamme ein ganz ahnliches Verhalten wie die inter- 
mediaren Typen der Gruppe B in Tab. 1, nur sind ihre Kolonien erhabener, tippiger 
und opaker und weisen meist einen regelmaBigen Rand und eine runde konvexe 
Form auf. Dadurch sehen sie trotz dem bei den meisten auftretenden Fuchsinglanz 
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_ aerogenes-ahnlich aus, vor allem, wenn sie spiter bei Zimmertemperatur gehalten 
werden; dabei verblaBt auch bei ihnen wieder sowohl der Fuchsinglanz, wie auch 
die dunklere Koloniefarbe mehr oder weniger stark. 


Auch hier ist wieder nach den Imvic-Reaktionen geordnet. Allerdings 
| wurden die Stamme R 23, H 26 und 9a nicht in eine Gruppe zusammen- 
 gefaBt, trotz ihres gemeinsamen, aerogenes-typischen Verhaltens in der 
MR- und VP-Probe. Jedoch ist durch das in der Tabelle gewihlte Auf- 
teilungsschema die Beziehung dieser 3 Stiémme zu den ihnen jeweils in 

_ der Tabelle beigeordneten Untergruppen besonders hervorgehoben. 

Diese Zusammenhiange A4uBern sich darin, daB R 23, wie die tibrigen Glieder der 

Gruppe C, kein H,S bildet, wohl aber H 26, der dadurch eine entsprechende Be- 
ziehung zu den tibrigen Formen der Gruppe D verrat. Der Stamm 9a, ebenfalls 

H,S-positiv, unterscheidet sich durch seine positive Indolreaktion von H 26 und 
_ nahert sich hierdurch den tibrigen Staémmen der Gruppe E. Andererseits bilden diese 
_ 3 Stamme auf Grund ihres gleichartigen aerogenes-typischen Verhaltens in der MR- 
; und VP-Probe unter sich zweifellos auch wieder eine Hinheit. Dies auBert sich tiber- 
_ dies in den Werten ihrer H,:CO,-Quotienten, die bei ihnen kleiner als 1 sind. 

Die in den jeweiligen Untergruppen b untergebrachten Staémme der Tab. 2 
stellen, und zwar in ihrer Gesamtheit, auf Grund ihres MR-positiven oder -variablen 
bzw. VP-positiven oder -variablen Charakters, ebenfalls eine Einheit dar. Auch in 

- diesem Falle bekundet sich dies noch in dem ziemlich einheitlichen H,:CO,-Verhalt- 
nis, das aber — von wenigen Ausnahmen abgesehen — fiir diese Stémme gréBer als 
1 ist. In spateren bei 30° C vorgenommenen Versuchen fielen die storenden Unregel- 
maBigkeiten iibrigens weg, wie aus Tab. 2a (II. Mitteilung') hervorgeht. 


In bezug auf die 2 genannten Imvic-Teste und den H,:CO,- Quotienten 
weichen also diese in den Untergruppen b untergebrachten Formen von 
den ihnen jeweils zugeordneten Stimmen R 23, H 26 und 9a grundsatz- 
lich ab: Sie sind als Intermedidrstiamme zu werten, die man aber, in An- 
betracht ihres sonst mit R 23, H 26 oder 9a jeweils weitgehend tiberein- 
stimmenden Charakters, gruppenweise mit diesen in naher verwandt- 
schaftlicher Beziehung stehend aufzufassen hat. Die ganzen Gruppen C, 
D und E mégen also demnach gewissermafen als gleichwertig neben- 
einander bestehende Entwicklungseinheiten zu deuten sein, wobei die 
Gruppe D das H,S-positive Abbild von C, die Gruppe E das indolpositive 
Abbild von D darstellt. 

Einige besondere UnregelmaBigkeiten, die in den beiden Gruppen C und D der 
Tabelle auftreten, miissen noch kurz erlautert werden. 

Der Stamm R19 besitzt nicht nur das niederste Gartemperaturoptimum in 
seiner Gruppe, wonach er am meisten ,,Kaltstamm‘‘-Charakter aufweist, sondern 
fallt auch hinsichtlich seiner Nichtverwertung von Uracil und Harnstoff als allei- 
nigen N- Quellen am weitesten aus seiner Gruppe heraus. Er ist wohl am ehesten als 
eine typisch an niedere Temperaturen angepafte und enzymatisch teilweise redu- 
zierte Variante dieser Gruppe aufzufassen, deren Vertreter sich tibrigens mehr oder 
weniger alle durch ein etwas unterhalb 37° C liegendes Temperaturoptimum, hin- 
sichtlich Vermehrungs- und Giarungsvermégen, auszeichnen, ahnlich wie die Inter- 


mediairstamme in Tab. 1. 


1 Siehe die folgende Mitteilung (S. 132). 
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Der Stamm 19c stimmt durch seine konstant negative VP-Reaktion nicht mit 
den iibrigen Vertretern seiner Untergruppe tiberein, jedoch weisen die sonstigen Er- 
gebnisse seiner Teste eine solche Gleichwertigkeit mit dem Untergruppentyp auf, 
daf an seiner Zugehorigkeit zu dieser kaum zu zweife)n ist. Der Gedanke liegt nahe, 
daB es sich hier um einen Stamm handelt, der innerhalb dieser fluktuierenden ,,Ent- 
wicklungszone“‘, welche diese Untergruppe darstellen mag, sich auf einer steteren 
Entwicklungsstufe befindet. 

Bemerkenswert ist ferner noch, da® H 26 eine fiir Aerob. aerogenes nicht artcha- 
rakteristische E1ykMAN-Probe (45° C) liefert, wie dies aber als gelegentliche Aus- 
nahme bei solchen Formen auch schon von anderer Seite beobachtet werden konnte. 

Die Einordnung der in Tab. 2 enthaltenen Stémme in das BeRGrysche 
System ergibt folgendes Bild: 

Stamm R 23 ist auf Grund seiner IRK ——-+-, seiner positiven 
Harnsaure- und negativen H,S-Probe sowie seines H,:CO,-Verhaltnisses, 
das kleiner als 1 ist, zweifellos als Aerob. aerogenes zu identifizieren. 

Fiir H 26 und 9a lige ohne weitere Einschrankung die gleiche Méglich- 
keit vor, wenn sie nicht H,S bilden wiirden, denn nach Brercry bildet 
Aerob. aerogenes, gleich wie Aerob. cloacae, kein H,S. Diese beiden Stamme 
miissen also infolge des positiven Ausfallens ihrer H,S-Probe als indol- 
negative bzw. indolpositive Varianten einer H,S-bildenden — im iibrigen 
auch dulcitpositiven — Unterart von Aerob. aerogenes gewertet werden. 


Die Intermediarformen R 19—19c entsprichen nach Brere@ry durch 
ihre Unfahigkeit zur H,S-Bildung am ehesten Esch. intermedium, die im 
Gegensatz zu Esch. freundit kein H,S bildet und keine gelatineverfliissi- 
genden Formen umfaBt. Andererseits ist bei Esch. intermedium nach den 
Angaben Brrceys nie die Bildung von Acetoin beobachtet worden. Mit 
diesem Verhalten steht diese Art Esch. coli naher, als die hier vorliegen- 
den Stiimme, die nicht nur Acetoin bilden, sondern auch sehr N- Quellen- 
aktiv sind. Zwar ist bei Burcry das Verhalten gegeniiber Harnsiure als 
alleinige N- Quelle, die als Kriterium in diesem Falle besonders in Be- 
tracht kame, fiir Hsch. intermedium nicht erwihnt, jedoch haben WERK-, 
MANN und GILLEN (I. ¢.) fiir Citrob. intermedium und Citrob. glycologenes, 
die von BreraEy als syn. mit Hsch. intermedium bezeichnet werden, das 
Fehlen der Harnsiure-Verwertung festgestellt. Zudem sind die von diesen 
Autoren untersuchten Formen beide beweglich, wohingegen bei keinem 
der hier in Frage stehenden Stiéimme Beweglichkeit festgestellt werden 
konnte. Alle diese Faktoren stellen Esch. intermedium viel niher zu Esch. 
coli als zu Aerob. aerogenes. Die hier in Rede stehenden Staimme jedoch 
gleichen viel mehr der letztgenannten Art. Aus diesem Grunde erscheint 
fiir sie eine Zuordnung zu Esch. intermedium nicht folgerichtig. 

Bei den intermediaren Stiimmen 7c—A 3 und 5a—6a kénnte an eine 
Identifizierung mit Hsch. freundii gedacht werden, da sie ebenfalls H,S 
in Pepton-Kisen-Agar bilden. Die Griinde aber, welche bereits bei der 
Besprechung der Tab. 1 eine Zuteilung der dort aufgefiihrten cloacae- 
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ahnlichen Zwischenformen zu Esch. freundii als nicht zulassig erscheinen 
lieBen, gelten sinngem&8 auch fiir die H,S-positiven Intermediirformen 
der Tab. 2. Auch sie wiirden durch eine Zuordnung zu Esch. frewndii irre- 
fiihrenderweise ebenfalls durch eine viel nihere Verwandtschaft zu Esch. 
coli als durch eine solche zu Aerob. aeroyenes gekennzeichnet sein. 

Kine Einreihung dieser H,S-positiven Intermediarformen in die Gattung Erwinia 
kommt aus den gleichen Griinden, wie sie bei der Besprechung der Stiimme in Tab. 1 
dargelegt wurden, nicht in Frage, wenngleich wir bei der Durchsicht dieser Gattung 
bezeichnenderweise wiederum eine H,S-bildende Art, Erw. mimipressuralis, finden, 
welche den H,S-positiven Intermediar-Staémmen in Tab. 2 weitgehend gleicht. 

SchlieBlich kénnte auch noch die Gattung Klebsiella fiir die Aufnahme der hier 
vorliegenden, sowohl H,S-negativen wie H,S-positiven Intermediartypen — wenig- 
stens, soweit sie Schleimformen sind — in Betracht gezogen werden. Die H,S-Bil- 
dung ist namlich in dieser Gattung als Merkmal unberiicksichtigt geblieben. Die 
ubrige Gattungsbeschreibung aber wiirde so ausgezeichnet zu den Eigenschaften 
mehrerer dieser Stémme passen, daB deren Zuordnung zu Klebsiella ohne weiteres 
gegeben schiene. Nun miissen allerdings doch erhebliche Bedenken aufsteigen, eine 
so betrichtliche Anzahl von Stémmen, deren Fundort jedenfalls in gar keiner Weise 
fiir eine eventuelle Pathogenitiat spricht, in eine Gattung einzuordnen, die gerade 
auf dem Grundsatz der Pathogenitat aufgestellt wurde. Und was das weitere Merkmal! 
dieser Gattung, die Kapselbildung, anbelangt, so weist Burcuy selbst auf die Un- 
zulanglichkeit dieses Merkmals als Bestimmungsfaktor hin, indem er bemerkt, daft 
letzten Endes alle Glieder der Coli-Aerogenes-Gruppe nicht nur in der S(smooth)- und 
R(rough)-Form vorkommen kénnen, sondern auch in der M(mucoid)-Form, wobei 
sie dann ebenfalls Kapselbildung zeigen. Im tibrigen machte sich auch wahrend der 
ganzen Arbeiten mit den hier untersuchten Stammen nie eine pathogene Wirkung 
derselben bemerkbar. 


-Danach scheint eine Zuordnung der in Tab. 2 aufgenommenen Inter- 
mediarformen zu keiner der zwei oben erwaihnten Arten Esch. intermedium 
oder Esch. frewndii angeraten und noch weniger kommt fiir sie éine solche 
zu den Gattungen Erwinia oder Klebsiella in Frage, weshalb hier lediglich 
eine formelle Definition ihrer Stellung innerhalb der Coli- Aerogenes-Sek- 
tion gegeben werden soll: 


Die Stamme 2b—19c sind H,S-negative, zum Teil in mucoider Form 
vorliegende, aerogenes-ihnliche Intermediarformen, die Harnstoff, Uracil 
und Harnsiure als alleinige N-Quellen verwerten und eine besonders 
vielseitige fermentative Wirkung gegenitiber C-Quellen zeigen, welche 
sie unterhalb 37° C zum Teil charakteristischer (stiirkere Gasbildung) als 
bei dieser Temperatur vergaren. — Stamm R 19 ist eine von diesen For- 
men ableitbare, in bezug auf die N- Quellen-Aktivitat und Citratverwer- 
tung reduzierte Variante. Er verwertet zwar Harnsiure, nicht aber Uracil 
und Harnstoff als alleinige N- Quellen und ist citrat-variabel. Sein Tempe- 
raturoptimum fiir Vermehrung und Géarung liegt besonders tief, etwa 
zwischen 25° und 30°C. — Die Staémme 7c—A3 und 5a—6a sind den 
Stimmen 2b—19c analoge, aber H,S-positive Formen und hinsichtlich 
ihrer C- Quellen-Aktivitaét weniger empfindlich gegen Temperaturen um 


ee 
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37°C. Sie scheiden sich in indolnegative (7e—A 3) und indolpositive 
(5a—6a) Varianten. — Die Charakterisierung der Aerob. aerogenes- Formen 
R 23, H 26 und 9a wurde bereits schon auf Seite 110 vorgenommen. 


4. Klassifizierung der Stimme in Tab. 3. 


Tab. 3 vereinigt alle Stamme, die Harnsiure und meist auch Uracil als 
alleinige N- Quellen nicht verwerten, aber eine positive Citratprobe auf- 
weisen; auBerdem verhalten sie sich gegeniiber Gelatine inaktiv. Ihr 
H,:CO,-Verhaltnis ist ziemlich iibereinstimmend so, da der Wasserstoff 
iiberwiegt; nur D10 bildet mehr CO, als H,. Die E1skMANsche Probe bei 
45°C ist bei fast allen Stiammen vollkommen negativ; nur K 16, K 17 
und H 30 sind unter diesen Bedingungen immerhin noch zu einer mittel- 
maBigen Vermehrung mit entsprechender Siiuerung des Mediums fahig, 
zur Gasbildung und zur Reduktion des Neutralrot-Farbstoffes jedoch 
nicht. 

Auf Endoagar wachsen die Stamme gewohnlich lilarot bis dunkelrot gefarbt. 
zeigen maBigen bis guten Fuchsinglanz und verblassen bei Zimmertemperatur 
meistens nicht oder nur langsam. 

Die Stimme 10a und D 10 sind durch ihre Imvic-Teste zweifellos als 
Aerobacter-Formen gekennzeichnet. Ihr H,S-Bildungsvermégen wiirde 
als Unterart-Merkmal zu werten sein. Das Fehlen der Gelatineverfliissi- 
gung sprache fiir ihre Zuordnung zu Aerob. aerogenes, die Beweglichkeit 
dagegen fiir eine solche zu Aerob. cloacae, fiir die auch die Art ihrer Gly- 
cerin- Verwertung so typisch ist, da8 man —in Ubereinstimmung iibrigens 
mit diesbeziiglichen Befunden anderer Autoren (s. BERGEY 1. c.) — diese 
Stiimme als dieser Art ahnliche Typen deuten kann; die Fahigkeit, Gela- 
tine zu verfliissigen, kénnten sie ,,wieder‘‘ verloren haben oder ,,noch 
nicht“ besitzen. Damit ware fiir sie in gewissem Sinne ein , noch‘ schwach 
intermediirer Charakter aufgezeigt, was auch mit ihrem Unvermégen, 
Harnsaure zu verwerten, in Kinklang zu bringen wire. 


Stamm 8a gleicht in vielen Eigenschaften, insbesondere aber was 
N- Quellen- und Glycerin-Verwertung anbelangen, so sehr den Stimmen 
10a und D 10, daB er in Anbetracht seiner variablen MR-Reaktion als 
eine ihnen nachstverwandte Intermediirform zu betrachten ist. Eine 
Zuordnung zu der Intermediiirform LHsch. freundii aber ist auBer 
wegen seines VP-positiven Verhaltens auch deshalb nicht zulissig, 
weil er im Gegensatz zu dieser Art Uracil verwertet (Miron. u. Ley. 
1938) und eine cloacae-spezifische Glycerinvergirung zeigt (vgl. unt. 
BERGEY, usw.). 

Solche Hinderungsgriinde fiir eine Beiordnung zu Esch. freundii sind 
fiir die Stimme 19a und 19b nur durch ihr Verhalten in der VP-Probe 
gegeben. Daher mdgen sie, trotz ihrer Fahigkeit, Acetoin zu bilden, dieser 
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Art beigeordnet werden, jedoch mit der Einschrankung, da sie als VP- 
positive Varianten dieser Art zu gelten haben und damit der Gattung 
Aerobacter niher stehen als der Art Esch. coli, was mit der Benennung 
, Escherichia“ allerdings nicht in Kinklang zu bringen ist. 


Alle restlichen Stiéimme der Tab. 3 bilden kein Acetylmethylcarbinol 
und zeigen auch in ihren sonstigen Eigenschaften mit Esch. freundia eine 
so weitgehende Ubereinstimmung, da ihrer Identifizierung mit dieser 
Art im wesentlichen nichts entgegensteht. 


Allerdings geben Brrcry sowohl, als auch WERKMAN and GILLEN (1932), sowie 
Vaucun and Levine (1942) fiir Hsch. freundii normale Glycerinvergarung an. Letz- 
tere Autoren z.B. fanden von 196 H,S-bildenden Intermediarstammen (Esch. 
freundii bei Brerany) 99,5% mit positiver Glycerinvergérung. Meine Staéimme in 
Gruppe K — ebenfalls H,S-bildend — zeigen aber ein Verhalten, das hiervon ab- 
weicht und sich besser in die Art der Glycerinverwertung einfiigt, die Aerob. cloacae 
bzw. die Stiimme in Gruppe F dieser Tabelle aufweisen. Demzufolge darf nicht iiber- 
sehen werden, daB sie, obzwar sie sonst als indolpositive Intermediirformen vom 
Typus Esch. frewndii aufzufassen sind, andererseits durch ihre cloacae-typische 
Glycerinverwertung mit Aerob. cloacae in gewisser verwandtschaftlicher Beziehung 
stehen. Auch fiir die Stamme 1a—U 35 in Gruppe J der Tabelle ergibt sich noch 
eine Differenz hinsichtlich ihrer Identifizierung mit Esch. freundii. BrrGEy stellt zu 
dieser H,S-bildenden Art zwar auBer beweglichen auch unbewegliche Formen, 
VauGun and Levine (1. ¢.) aber fanden unter ihren 196 Intermediar-Stammen mit 
H,S-Bildung nur bewegliche. Die Formen in Gruppe J sind alle unbeweglich. Dies 
mag bei ihrer Zuordnung zu Esch. freundii immerhin beriicksichtigt werden. 


Zusammenfassend sollen die hier besprochenen Stiémme folgender- 
maBen charakterisiert werden: Bei den Stammen 10a und D 10 handelt 
es sich meines Erachtens trotz fehlender Gelatineverfliissigung um Ver- 
treter einer H,S-positiven, Gelatine nicht verfliissigenden Unterart von 
Aerob. cloacae. Ihr Unvermégen zur Gelatineverfliissigung und Harn- 
siureverwertung und ihre eingeschrinkte Aktivitat gegeniiber Uracil kann 
in gewissem Sinne als leicht intermediirer Einschlag gewertet werden, 
zumal auch die Endo-Kolonien dieser Stimme intermediiren Charakter 
aufweisen. Der Stamm 8a ist eine dieser Unterart nahverwandte 
Intermediarform im iiblichen Sinne dieser Benennung. — Die Stamme 
19a und 19b, K 16 und K 17 sowie la—U35 kénnen mit Esch. freundii 
identifiziert werden. Erstere stellen eine bewegliche, mehr Aerobacter- 
verwandte, VP-positive Variante derselben dar, die beiden nachsten 
einen beweglichen, mehr H'sch. coli-verwandten, VP-negativen Typus und 
die letzten vier (la—U 35) sind unbewegliche Esch. freundii-Typen mit 
mehr Hsch. coli-Verwandtschaft. — In der letzten Tabellengruppe K 
(R 21—H 30) sind bewegliche, indolpositive Esch. freundii-Formen ver- 
einigt, deren cloacae-iihnliche Glycerinverwertung (vgl. 10a—8a) sie in 
gewisse verwandtschaftliche Beziehungen zu Aerob. cloacae setzt. Im 
iibrigen aber sind sie als mehr Hsch. coli-verwandt zu betrachten. 
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5. Klassifizierung der Stimme in Tab. 4. 


Tab. 4 vereinigt alle Stimme, die nicht die Fahigkeit besitzen, Citrat 
als alleinige C- Quelle zu verwerten, und die, mit Ausnahme von 6b, eine 
negative VP- sowie eine positive MR-Reaktion aufweisen. 

Die Stamme A 1—Fx kénnen auf Grund ihrer Fahigkeit, Lactose unter Gas- 
und Saurebildung zu vergiren, und auf Grund ihrer Unfahigkeit, aus Pepton-Eisen- 
Agar H,S zu bilden, wodurch sie im Verein mit den bereits genannten Eigenschaften 
als Esch. coli abnlich charakteristisch sind, von den Stammen T 33—4b abgegrenzt 
werden. — Die zuletzt genannten Stamme zeigen selbst nach Gewéhnung keine 
sichtbare Lactose-Vergirung, dagegen vermégen sie aus Pepton-Eisen-Agar, wenn 
auch in mafigeren Mengen, H,S zu bilden. — SchlieSlich bleiben noch die beiden 
Stamme 6b und 12a iibrig. Diese lassen sich wegen ihrer positiven Lactosevergairung 
in die 2. Tabellengruppe M nicht einfiigen. Von der 1. Gruppe L aber unterscheiden 
sie sich durch einige andere Eigenschaften, worin sie sich atypisch zu Esch. coli ver- 
halten. Der Stamm 6b z. B. zeigt u.a. eine positive VP-Reaktion und bildet in 
Pepton-Eisen-Agar Schwefelwasserstoff, 12a verwertet Harnsdure als alleinige 
N- Quelle und weist eine unter 30° C liegende Optimaltemperatur auf. 


Nach dieser Ubersicht ergibt die weitere Klassifizierung folgendes Bild: 


AuBer den bereits aufgezeigten, mit H’sch. coli ibereinstimmenden Kigen- 
schaften, besitzen die Stamme der Gruppe L— mit gewisser Einschrankung 
fiir Stamm Fx —u.a. auch in ihrer Beweglichkeit, in ihrem Indolbildungs- 
vermogen und in dem negativen Ausfall ihrer Harnsaureprobe fiir Esch. coli 
charakteristische Merkmale. Auch ihre Endo-Kolonien sind coli-ahnlich. 


Die ersten beiden Stimme, A 1 und L 7, zeigen jedoch mit ihrer Fahigkeit zur 
Harnstoff-, aber Unfahigkeit zur Uracil-Verwertung auch einige fiir sch. coli 
atypische Higenschaften. Gerade das umgekehrte Verhalten ist namlich fiir diese 
Art charakteristisch. Auch diirften diese beiden Stamme, um mit Hsch. coli eindeutig 
identifiziert werden zu kénnen, weder Cellobiose noch «-Methylglucosid vergiren, 
miuBten auBerdem Neutralrot reduzieren und eine positive EK1ykmAn-Probe bei 
45° C geben. 

Wenn nun auch vereinzelte Abweichungen vom. Esch. coli-'Typus nicht 
gleich die Méglichkeit solcher Zuordnung véllig ausschlieBen, so wird ein 
so gehauftes Abweichen von der Norm zu der Folgerung fiihren miissen, 
daB es sich bei den Stimmen A 1 und L7 nicht um normale Esch. coli- 
Formen vom fakalen Warmbliitertyp handelt, sondern — vor allem auch 
demnegativen Ausfall ihrer E1skMAN- Probe entsprechend—wahrscheinlich 
um Kaltbliitertypen. Sollten sie aber doch einer Warmbliiter-Fakalverun- 
reinigung entstammen,so miiBte diese—bei den atypisch veranderten Kigen- 
schaften der fraglichen Stamme — zumindest zeitlich weiter zurtickliegen 
und wiirde daher hygienisch als nicht mehr so bedenklich zu werten sein. 

Bei den Stammen H 28—F'x sind dagegen die Forderungen fiir eine 
Zuordnung zum Warmbliter-Coli-Typ weitestgehend erfillt. 


Zwar sind auch hier noch kleinere, aber héchstens als Variantenmerkmale zu 
wertende UnregelmaBigkeiten vorhanden, wie der positive Ausfall der Cellobiose- 
Garprobe bei H 28 nach entsprechender ,,Gewohnung“, die mangelnde Uracilver- 
wertung bei Fy—F'x, sowie das Fehlen der Indolbildung und Beweglichkeit bei Fx. 

gx 
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Im iibrigen aber sind diese Stamme als Warmbliiter-Coli-Typen anzusprechen, ins- 
_ besondere auch wegen ihres positiven Verhaltens in der E1skmAn-Probe bei 45° (. 

Zwar weicht auch hier wiederum der Stamm Fx von dem klassischen Verhalten 
etwas ab, indem er bei dieser Probe — entsprechend seiner schon bei 37° C geringe- 
ren Reduktionskraft — nur eine schwache Reduktion von Neutralrot und keine 
Gasbildung mehr hervorruft, doch zeigt er dabei immerhin noch sehr gutes Wachs- 
tum und ziemlich kraftige Saiurebildung. Die Eigenart dieses Stammes, C-Quellen, 
speziell auch Glucose, bei 37° C zuweilen sogar nur mit Saure- oder wenig- 
stens nur mit verminderter Gasbildung zu vergiren, mag ebenfalls noch hervor- 
gehoben werden. Diese Higenschaften in Verbindung mit seiner Unbeweglichkeit 
und im tibrigen auch mit seiner Schleimbildungsfahigkeit bei 37° C mégen diesen 
Stamm bereits der Shigella-Gruppe etwas zugewandt erscheinen lassen. 


Die in der nachsten Gruppe M aufgefiihrten Stimme R 33—4b wiirden 
auf Grund ihrer Imvic-Teste als indolnegative Esch. coli-Typen anzu- 
sprechen sein. Jedoch steht der bei diesen Formen festgestellte ,,nega- 
tive Ausfall der Lactose-Vergarung hiermit nicht im Einklang. 


Die Garprobe in Lactose-Briihe verlauft nimlich bei diesen Stammen so, daB 
auch nach langerer ,,Gewohnung“ an dieses Medium keine augenscheinlich zu er- 
kennende Vergarung von Lactose, weder bei 37°C noch bei 25° C, zu erzielen ist. 
_ Zwar treten dabei bisweilen geringe Spuren von Gas auf, das Medium bleibt 
aber alkalisch. Allerdings erreicht dasselbe haufig nicht ganz den hohen pgx- 
Wert, wie er normalerweise bei vollig negativ verlaufenden Garproben auftritt. Die 
Vermehrung ist dabei aber sehr kraftig. Es hat also fast den Anschein, als ob eine 
sehr langsam verlaufende und geringfiigige Saurebildung aus Lactose durch die 
alkalisch reagierenden Stoffwechselprodukte des Stickstoff-Verwendungs-Stoff- 
wechsels so neutralisiert wird, daB sie nicht wahrzunehmen ist. Im Zusammenhang 
mit dieser , negativen“ oder ,,dauernd verzégerten‘‘ Lactose-Verwertung steht auch 
das bei diesen Stammen beobachtete Verhalten in Lackmusmilch, welche, abgesehen 
von einer geringen Alkalinisierung, wihrend der Dauer von 21 Tagen keine Ver- 
anderung erfahrt. — Auf dem lactosehaltigen Endo-Agar wachsen diese Stamme 
— wie tiberhaupt bei 37° C — ziemlich langsam und bilden sehr kleine, blaBrosa- 
farbige Kolonien, die bei langerer Kultur haufig einen hell-karminrot leuchtenden, 
zentralen Kern erhalten. Fuchsinglanz tritt nie auf. Die E1skmansche-Probe (BULIR 
45° C) verlauft fiir sie negativ, was auch mit ihrer tieferen Wachstums-Optimal- 
temperatur (etwa 30° C) im Einklang steht. Im iibrigen erweisen sich diese Stamme 
sonst als ziemlich coli-ahnlich. 

Solche coli-ahnliche Formen mit ,,negativer oder dauernd verzégerter“ 
Lactose-Verwertung werden nun bekanntlich als sogenannte Paracoli- 
Bakterien bezeichnet, die sich mit dieser Eigenschaft der gewoéhnlich 
lactosenegativen Salmonella-Gruppe nahern und daher als Bindeglied 
zwischen dieser und der lactosepositiven Coli- Aerogenes-Gruppe gelten. 
T 33—4b sind also zu dieser Gruppe gehorende Formen. 

Den Charakter als Ubergangsformen bekunden die hier untersuchten Stamme 
T33—4b auch noch durch ihr fermentatives Verhalten gegentiber zwei anderen 
©-Quellen. Bei ihrer Kultur in Saccharose-Bouillon kann naémlich ganz ahn- 
liches beobachtet werden wie bei ihrer Kultur in Lactosebriihe. Es scheint also auch 
dieser Zucker schwach angegriffen zu werden. In vollkommenerem Mafe ist dies bei 


Cellobiose der Fall, denn nach geniigend langer Gew6hnung an diesen Zucker, ver- 
garen sie denselben in normaler Weise. Man kénnte aus diesen Erscheinungen auf. 


tate a te he 
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das Vorhandensein einer sich auf solche Substanzen beziehenden labilen Fahigkeit 
zur Fermentbildung schlieBen, die sich méglicherweise bei diesen Formen, je nach 
der Richtung ihrer Weiterentwicklung, sowohl positiv wie negativ potenzieren kann. 

‘ Nach der Arten-Gliederung des Genus Paracolobactrum von BORMAN, 
Sruart und WHEELER (1944) — bei Berqry als Anhang I zum Tribus 
Eschericheae wiedergegeben — wiirden diese Stémme P. coliforme zuzu- 
ordnen sein, wenn wir nur die bei 37° C gewonnenen Imvic-Ergebnisse 
beriicksichtigen wollten. In spiteren Versuchen bei 25° C (Tab. 4a, fol- 
gende Arbeit) erwiesen sie sich aber alle als citrat-positiv und, mit Aus- 
nahme von T 33, sogar als VP-positiv. Demgem&B sind also T 34 und 4b 
zu P. aerogenoides, T 33 zu P. intermedium zu stellen. 

Stamm 6b besitzt im Gegensatz zu diesen Paracoli-Stammen eine 
positive Lactose- Vergirung und hatte daher eigentlich mit ihnen nichts 
zu tun. Auffallenderweise ist er aber in seinem tibrigen Verhalten, ins- 
besondere in der Tendenz zur Saccharose- und Cellobiose-Verwertung, 
den vorausgehenden Staémmen sehr ahnlich, nur da8 bei ihm die Neigung 
hierzu noch etwas starker ausgepriagt ist und in dem schwachen Angriff 
auf Raffinose eine Erweiterung findet. Auch die Optimumtemperatur 
fiir seine Vermehrung und fiir die Garung liegt deutlich unterhalb 37° C. 
Die Eigenschaften auf Endoagar und in Lackmusmilch sind natiirlich, 
seiner positiven Lactose-Vergirung entsprechend, anders. Lackmusmilch 
wird gesduert und koaguliert, und auf Endoagar erhalten die roten Ko- 
lonien Fuchsinglanz, der aber bei Zimmertemperatur ziemlich schnell 
wieder schwindet. Mit seiner Eigenschaft, Acetoin bilden zu kénnen, und 
in Anbetracht der aufgezeigten Ahnlichkeiten des Stammes mit den vor- 
ausgehenden Paracoli-Formen ist dieser lactosepositive Stamm als Inter- 
mediartyp zwischen Paracolobactrum und Aerobacter aufzufassen, der 
jedoch Citrat als alleinige C- Quelle irregulirerweise nicht verwertet. 

Stamm 12a fermentiert bei 37°C C-Quellen hiufig nur unter Siure- 
bildung. Bei 25° C zeigt er aber vollkommen normale Gareigenschaften 
und bildet neben Siure auch immer ziemlich betriichtliche Mengen Gas. 
Er ist also ein typischer ,, Kaltgirstamm, ahnlich bzw. noch ausgeprigter 
wie der Stamm R 19 in Tab. 2. 

Wahrend es nun verhiltnismaBig leicht war, Stamm R19 als eine Aerob. aerogenes 
nahestehende Intermediarform zu erkennen, ist die Stellung des Stammes 12a bei 
Esch. coli, welche man auf Grund seiner positiven MR- sowie seiner negativen VP- 
und Citrat-Probe fiir ihn eigentlich annehmen miiBte, gar nicht so eindeutig gegeben. 
AuBer durch seinen Kaltstamm-Charakter erweist sich dieser Stamm, namlich auch 
dadurch coli-fremd, daB er Cellobiose vergirt, bei 37° Neutralrot nicht und bei 25° C 
erst nach 5 Tagen reduziert, keine Milchkoagulation hervorruft und sogar gegen 
Harnsiure als alleinige N- Quelle sich aktiv verhalt. SchlieBlich weist er noch eine 
cloacae-ihnliche Glycerinverwertung auf und seine Endo-Kolonien zeigen keinen 
Fuchsinglanz, sondern sogar meist eine sehr helle, blaBrosa Farbung. 

In Analogie zur vermuteten Entwicklungsweise von R19 aus einer Aerob. 


aerogenes-Form bis zu einem dieser Art nahestehenden Intermediartyp, unter der 
Annahme eines teilweisen Verlustes der Citratverwertung und Verminderung der 


Zur Kenntnis der coliformen Bakterien nieder- u. mittelprozentiger Biere. 119 


_ Acetoin-Bildungsfiahigkeit bei gleichzeitiger Anpassung an tiefere Temperatur, 
konnte man fiir 12a, in Anbetracht seiner auffallenden, fiir Aerob. cloacae typischen 

Glycerinverwertung und seiner Beweglichkeit, eine ahnliche Entwicklung aus Aerob. 
cloacae baw. aus einer zu dieser Art in Beziehung stehenden Zwischenform an- 
nehmen, nur ware in diesem Falle die dem Stamm R 19 noch teilweise zu- 
kommende Fahigkeit, bei 37° C Acetoin zu bilden, bei 12a bereits ganz verloren ge- 
gangen. Auf diese Weise kénnte man sich, bei gleichzeitiger EinbuBe des Gelatine- 
verfliissigungsvermégens seine Entwicklung bis zur Esch. coli-Stufe denken, wobei 
aber die Verwertbarkeit von Harnsaure und die fiir Aerob. cloacae typische Art der 
Glycerinverwertung gleichsam als intermediares Relikt bei ihm erhalten geblieben 
ware. Seine ,,noch“ intermediire Natur konnte tiberdies durch spitere Versuche 
noch beweiskraftiger nachgewiesen werden, denn bei 25° C Kulturtemperatur ist 
dieser Stamm auch in der Lage, wenngleich nur in sehr maRigen Mengen, Acetoin 
zu bilden (Tab. 4a, folg. Arb.). 

Kin Stamm mit solchen Eigenschaften kann nun jedenfalls nicht als 
Warmbliiter-Coli identifiziert werden, sondern mag als schwach inter- 
mediaren Charakter tragender coliformer Typ aufgefaBt werden, der in 
Anbetracht seiner Kalt-Gireigenschaften einen Kaltbliitertyp darstellt. 

Kine Zusammenfassung der hier erfolgten Besprechung der Stimme 
in Tab. 4 ergibt nun folgende Charakterisierung: A 1 und L7 sind be- 
wegliche, indolpositive Hsch. coli-Stémme mit fiir Warmbliiter-Coli zum 
Teil atypischen Eigenschaften. Beide verwerten Uracil als alleinige N- 
Quelle nicht, dafiir aber irregularerweise Harnstoff. Ihre Aktivitat gegen- 
tiber C-Quellen ist verhaltnismaBig vielseitig, auch Cellobiose und. 
«-Methylglucosid wird angegriffen. Die fiir sie negativ verlaufende E1yx- 
MAN-Probe (45° C) lat auf ihre Herkunft vom Kaltbliiterdarm schlieBen 
— Die Stimme H 28, Fy! und 2a sowie der Stamm Fx! sind Esch. coli- 
Formen mit durchweg ziemlich typischem Verhalten fiir Warmbliiter- 
Coli. H 28, Fy und 2a sind indolpositive, bewegliche Staimme, von denen 
H 28 — allerdings erst nach lingerer Bebriitung — irregularerweise auch 
Cellobiose vergirt. Fy und 2a dagegen zeigen durch ihr Unvermégen, 
Uracil als alleinige N- Quelle zu verwerten, eine geringe Abweichung vom 
Normaltyp. Das gleiche ist bei dem indolnegativen, unbeweglichen 
Stamm Fx der Fall, der eine schleimbildende Form ist, und durch seine 
geringere Gasbildung und das gelegentliche Vorkommen der ,,Nur- 
Saurebildung’ in Géar-Medien gewisse Beziehungen zur Shigella- 
Gruppe aufweist. — Die Staimme T 33, T 34, 4b gehoren der Gattung 
Paracolobactrum an. Bei 37° C kultiviert, weisen sie Imvic-Reaktionen 
auf, wie sie fiir den indolnegativen Typus von Esch. coli charakteristisch 
sind, wonach sie P. coli zuzurechnen waren. Auf Grund spiaterer Ver- 
suchsergebnisse (folgende Mitteilung), wonach sie bei 25° C sowohl Citrat 
verwerten, als auch — mit Ausnahme von T 33 — Acetoin bilden, 
sind sie jedoch P. aerogenoides (T 34 und 4b) baw. intermedium (T 33) 


1 Fy und Fx sind nicht aus Bier sondern aus menschlichen Faeces zu Vergleichs- 
zwecken isolierte Stamme. 
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zuzuordnen. 1'33 ist beweglich, T34 und 4b sind unbewegliche Formen. — 
Stamm 6b ist als bewegliche, citrat-negative Intermediarform zwischen 
Aerobacter und Paracolobactrum charakterisiert, die trotz ihrer positiven 
Lactosevergarung der zweitgenannten Gattung als ziemlich nahestehend 
erachtet wird. — Stamm 12a ist als beweglicher, indolnegativer coli- 
former Typ zu definieren, der mit seinem tiefen Temperaturoptimum fir 
Vermehrung und Giarung vom Typus des Warmbliiter-Coli stark ab- 
weicht. Aus diesem Grunde, in Verbindung u. a. mitseiner in spateren 
Versuchen bei 25° C gezeigten geringen Fahigkeit zur Acetoinbildung, 
wird er als ,noch‘‘ schwach intermediaéren Charakter tragender Kalt- 
bliitertyp gedeutet, der in seiner Entwicklung, von einer mit Aerob. cloacae 
verwandten Zwischenform abgezweigt, die coli-gleiche IRK-Stufe nahe- 
zu, aber noch nicht vollkommen erreicht hat. 


C. Zahlenmaf8ige Zusammenstellung der gefundenen Formtypen 
und deren sanitire Bedeutung. 

Wenngleich von einigen Autoren, wie z. B. von Parr (1938), auch 
schon Bedenken dagegen erhoben wurden, wenn den citratpositiven 
Intermediirformen keinerlei sanitiire Bedeutung beigemessen wird, so 
hat sich doch die u. a. von MinKEwitscH (1930, 1936) vertretene Ansicht 
bisher am meisten Geltung verschafft, welche besagt, da nur Esch. coli 
und ihre Varietaten, sowie die Lactose nicht vergirenden Paracoli-Bak- 
terien und Bact. coli mutabile, sanitiire Bedeutung besitzen, da nur diese 
als obligat oder hiiufiger vorkommende Darmbewohner von Warm- 
bliitern anzusehen sind. Als typische Merkmale geben diese Formen auBer 
der positiven MR- und negativen VP-Reaktion eine negative Citrat- 
Probe und eine positive ErsmKan-Probe. Letztere fallt nur fiir wenige 
Warmbliiter-Typen — etwa 5% — negativ aus, und es ist nach MINKE- 
witscus Ansicht ,,ratsam, bei der Bestimmung fakaler Verunreinigungen 
mit diesen Staémmen nicht zu rechnen.“ Alle iibrigen Formtypen der 
Coli- Aerogenes-Gruppe werden demnach nicht als charakteristische 
Indicatoren fiir durch Warmbliiter verursachte frische Fakal- Verunreini- 
gungen gewertet, also auch die citratpositiven Zwischenformen nicht. 

Diese werden von Koser (1924, 1926) und anderen amerikanischen Forschern als 
bodenheimische Rassen aufgefaBt, wahrend Mrnkewrrscu (1930) sie ihrer Herkunft 
nach zum einen Teil fiir Kaltbliitertypen halt, die charakteristisch fiir die Darmflora 
der Insekten! und niederen Vertebraten sind, durch deren Exkremente sie in den 
Boden und ins Wasser gelangen. Zum anderen Teil deutet MINKEWITSCH (1936) diese 
Formen auch als aus Warmbliiter-Coli abgewandelte Typen, deren im Laufe einer 
langeren Zeitspanne in atypischem Milieu verainderte Eigenschaften aber auf ihre 


Herkunft aus einer zeitlich weiter zuriickliegenden und daher hygienisch nicht mehr 
bedenklichen Fakalverunreinigung schlieBen lassen. 


* In diesem Zusammenhange sei noch bemerkt, da MinKEwitscH auch Paracoli- 
Formen aus Insekten isolieren konnte, die im iibrigen den hier vorliegenden Paracoli- 
Typen recht ahnlich sind. 
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Tab. 5 gibt Auskunft tiber den zahlenmaBigen Anteil, den die einzelnen, 
in den Versuchen gefundenen Formtypen an der Gesamt- und Teilzahl 
der aus 2%- und 8% igem Bier isolierten Stiimme haben. AuBerdem ist 


” ” oP) 2? Fi) ED 2” ” 


Tabelle 5. 

, Anzahl der 
1 Sta ; Staémme in 
4 Stimme in2% Bier ber care reer a 
= Formtypen (22 Proben) 8% Bier 0 ite 
rel pper (19Proben)| & | A | 3 
4 ask} as é 

nN oO 
1 | Aerobacter cloacae H27 K18 U37 H29 G11 {18a 9b 2c 8 13 
Gel. + Glyc. [S] bwgl. Ind. — H2S + B5 V381 V32 Le 7b 

2 | Aerobacter cloacae, var. D10 10a 1 1 2 
: Gel. — Glyc. [8] bwgl. Ind. — H,8 + 

3 | Aerobacter aerog. Ind. — H,S — R23 1 1 

4 | Gel. — Glyc. + unbwegl. Ind. — H,.S + H26 a 1 

5 Ind. + HS + 9a 1 
6 | Interm. Form, cloac. verwdt. G12 B4 B6 M24 U36 8b 38a4a7al 8 12 

| Gel. + Glyc.[S] bwgl. V.P. + Ind. — H,S + J14 R22 D9 

7 | Interm. Form, cloac. var. verwdt. 8a 1 1 

Gel. — Glyc. [S] bwgl. V.P. + Ind. — H,5 + 
8 | Interm. Form, aerog. verwdt. R19 D8 A4 R20 J13 J15 |2b 1b 19¢ 6 3 9 
Gel. — Glyc. + unbwl. V.P. + Ind. — H.S — 
; = 19¢? V.Po— 
9 | Interm. Form, aerog. verwdt. A2 A3 7cl7a pe 2 4 
Gel. — Glyc. + unbwgl. V.P. + Ind. — H.S + 
10 | Interm. Form, aerog. verwat. 5a 5b 5¢e 6a 4] 4 
Gel. — Glye. + unbwegl. VP. + od. + Ind. + 
H.S + 
1i | (Int. F.) Esch. freundii, Aerob. verwdt. 19a 19b 2) 2 
Gel. — Glyc. + bwgl. V.P. + od. + Ind. — 

: H.S + 

12 | (Int. F.) Esch. freundii, Esch. c. verwat. R21 M25 R18 H30 4 4 
Gel. — Glyc. [S] bwgl. V.P. — Ind. + H.S + 
13 | (Int. F.) Esch. freundti, Esch. c. verwdt. K16 K17 2 2 
; Gel. — Glyc. + bwgl. V.P. —Ind. — H.S + | 
14 | (Int. F.) Esch. freundii, Esch. c. verwdt. U35 la 3b 3c il 3y\| Coe 
Gel. — Glyc. + unbwgl. V.P. — Ind. —H,8 + 
15 | Interm. Form, irregul. Citr. neg. 6b Laie a. 
Ge]. — Glyc. + bwegl. Citr. — V.P. + Ind. — 
H.S + 
16 | Paracolob. aerogenoides T34 4b 1 1 2 
Lact.— b. 25°C Citr. + Ind.—H,.S + unbwegl. 
b. 25°C V.P. + 
17 | Paracolob. intermedium T33 1 i! 
Lact. — b. 25°C Citr. — Ind. — H,S + bwel. 
b. 25°C V.P. — 
18 | Esch. coli, Kaltbl. Typ, b. 25°C schwach V.P.(+) 12a i ee 
Hs. + Ur. — Ha. — Glyc. [8] 
bwel. b. 37°C V.P. — Ind. — 
19 | Esch. coli, Kaltbl. Typ. A1L7 2 2 
; Hs. — Ur. — Ha. + Glyc. + bwegl. Ind. + 
20 | Esch. coli, Warmbl. Typ H28 (Ur. +) 2a (Ur. —) ala eats| 
Hs. — Ur. + Ha. — Glyc. + bwegl. Ind. + 
Hs. — Ur. — Ha. — Glyc. + bwel. Ind. + 
Esch. coli (Warmbl. T in %, bezogen auf simtliche Stamme , 2,9% 
Ee ons 3 x cs ay ,, die Stimme aus 2% igem Bier 2,5% 
” 9 55 39 a La ip » die Stéimme aus 8%igem Bier 3,3% 
Esch. coli (Warmbl. T in %, bezogen auf samtliche Proben 4,9% 
a a i Ms rf ie hes ;, die Proben aus 2% Bier 4,5% 
KK TH die Proben aus 8% Bier 52% 
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ihr zu entnehmen, daB nur je in einer der 22 untersuchten 2% igen und 
19 untersuchten 8% igen Bierproben mit Sicherheit ein Warmbliiter- 
Coli-Stamm (H 28 bzw. 2a) nachzuweisen war, wonach sich 4,5% der 
2% igen und 5,2% der 8% igen Bierproben als mit fakalem Warmbliiter- 
Coli infiziert errechnen lassen. 


Alle anderen noch gefundenen Formtypen kénnen nach den oben dargelegten Richt- 
linien nicht als charakteristische Indicatoren fiir frische Warmbliiter-Fakalverunreini- 
gungen gelten. Dies gilt auBer fiir die Formtypen der Nummern 1—14 (Tab.5), welche 
Aerobacter-Formen oder citratpositive und zum Teil sogar VP-positive Intermediar-_ 
formen mit negativemVerhalten in der Buttr-Probe sind, auch fiir die Formtypen der 
Nummern 15—19; denn die zwar citratnegative Intermediarform 6b ist VP-positiv 
und die Paracoli-Stimme T 34, 4b und T 33 sind bei 25° C citratpositiv und tiberdies, 
auBer T 33, auch VP-positiv (vgl. auch Tab. 4a, folg. Mittlg.). Zudem weisen sie ein 
unterhalb 37° C liegendes Wachstums- und Gar-Temperaturoptimum auf und ver- 
halten sich dementsprechend in der Buttr-Probe negativ, wodurch sie jedenfalls nicht 
als Warmbliiter-Coli-Formen charakterisiert sind. Ein ganz ahnliches Verhalten zei- 
gen auch 12a und die Stamme A 1 und L 7, die zwar eine coligleiche IRK aufweisen, 
aber auf Grund ihres negativen Verhaltens in der BuLir-Probe und noch anderer vom 
Normaltyp des Warmbliiter-Coli abweichender Higenschaften, z. B. hinsichtlich der 
N-Quellenverwertung, als Kaltbliitertypen eingestuft wurden. Zumindest aber sind 
sie mit diesen Kigenschaften jedenfalls nicht als Indicatoren fiir eine frische und 
daher hygienisch bedenkliche Warmbliiter-Fakalverunreinigung anzusehen. 


Die Behandlung der Frage, inwieweit nach diesen Befunden die Vor- 
nahme eines Coli-Nachweises in Brauereien zu fordern ist, wird an 
anderer Stelle verdffentlicht werden. 


Hier geniige die kurze Andeutung, da8 die vorliegenden Ergebnisse die Gefahr der 
Infektion von Bier durch Krankheitserreger aus Fikalverunreinigungen als auBerst 
gering erscheinen Jassen. Andererseits schlieBen sie eine solche Méglichkeit doch nicht 
ganz restlos aus. Schwachprozentige Biere (auch Limonaden u. dgl.) und die zu 
deren Herstellung dienenden Verschnitt- und Reinigungswaisser sollten daher, um 
jede Eventualitaét der Verbreitung von Krankheitserregern durch solche Getranke 
auszuschlieBen, eine hygienische Uberwachung durch Vornahme eines Coli-Testes 
erfahren. Diese Getrinke sind nimlich ohne bactericide Wirkung und machen nur eine 
kurze Lagerzeit durch, weshalb man bis zu ihrem Ausschank mit der Abtétung u. 
U. doch einmal in sie hineingelangter Krankheitskeime kaum rechnen kann. Bei 
Vollbieren dagegen ist diese Unsicherheit nicht gegeben, denn sie werden sehr lange 
gelagert und haben infolge ihres niedrigeren py-Wertes und ihres erh6hten Alkohol- und 
Hopfengehaltes eine wesentlich héhere bactericide Wirkung als schwachprozentige _ 
Erzeugnisse. Eine besondere hygienische Uberpriifung von Vollbier durch Vornahme 
eines laufenden Coli-Nachweises kann also kaum zur Forderung erhoben werden. 


Zusammenfassung. 


69 Coli- Aerogenes-Stiimme aus 41 Proben 2%- und 8% iger Biere wur- 
den eingehend auf ihre morphologischen, kulturellen und biochemischen 
Kigenschaften untersucht. Die meisten wichen von den coliformen Arten 
des BeRGryschen Systems in verschiedenen Merkmalen ab. 

In Anlehnung zwar an das Brrarysche Kinteilungsprinzip, aber unter 
Beriicksichtigung dieser Abweichungen, wurden die Stimme daher in 20 
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verschiedene Formtypen aufgeteilt, deren Charakterisierung in Tab. 5 
zusammenfassend wiedergegeben ist. 

Weitaus am haufigsten traten Aerobacter- und citratpositive Inter- 
mediir-Formen auf. Weiterhin fanden sich auBer einem citratnegativen 
Intermediartyp und einigen Paracoli-Formen, die aber nicht als Warm- 
bliiter-Typen eingestuft werden konnten, noch einige Coli-Typen, die dem 
Kaltbliiter-Typus zuzurechnen waren. SchlieBlich wurden noch 2 Esche- 
richia coli-Stimme gefunden, die sich als typische Warmbliiterformen 
erwiesen, je einer aus 2%- und 8% igem Bier stammend. 

Somit enthielten nur jeweils etwa 5% der untersuchten 2%- und 
8% igen Biere typische Warmbliiter-Coli-Formen. 
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(Aus dem Institut fiir Garungstechnik und Garungsphysiologie 
der T. H. Miinchen/Weihenstephan.) 


Beitrage zur Kenntnis der 
coliformen Bakterien nieder- und mittelprozentiger Biere 
und zur Klirung der Formen-Verwandtschaft innerhalb 
der Coli-Aerogenes-Gruppe?. 


II. Zur Frage der Formen-Verwandtschaft innerhalb der 
Coli-Aerogenes- Gruppe. 
Von 
A. UHL. 
Mit 1 Textabbildung. 


(Eingegangen am 16. April 1951.) 


Bei den Klassifizierungsversuchen der in der I. Mitteilung beschrie- 
benen Coli-Aerogenes-Stimme konnte festgestellt werden, dafS mehrere 
von diesen wihrend der 3—5 monatigen Versuchsperiode nach ihrer Iso- 
lierung (als ,,1. Mutterstamm-Phase“ bezeichnet) sich bei wiederhol- 
ten Testierungen in der MR- und VP-Probe* inkonstant verhielten: 
Citratpositive Stimme mit positiver VP-Reaktion in den allerersten 
Testierungen nach ihrer Isolierung zeigten eine negative, spater aber eine 
positive MR-Reaktion, oder aber citratpositive Stamme mit urspriing- 
lich positiver MR-Probe ergaben eine positive, bei spateren Testie- 


rungen eine negative VP-Reaktion. Das wiirde also — als Beispiel sei 
ein indolnegativer Typ gewahlt — im ersteren Falle einer Abwandlung 
vom Aerobacter-Typ ——-+-+ zum Intermediartyp —-+-+-++, im letz- 


teren Falle einer solechen von der Intermediarform —-+-+ + zur Inter- 
mediairform —-+—-+- gleichkommen. Auch nach Abschlu8 der Klassi- 
fizierungsversuche traten bei verschiedenen Stammen wahrend der nach- 
sten Weiterziichtung (als 2. Mutterstamm-Phase bezeichnet) derartige 
oder noch zu erwiihnende Veriinderungen in der MR- und VP-Probe auf. 

Rucuuorr u. Mitarb. (1931) fiihren die Inkonstanz der Imvic-Teste gewéhn- 
lich auf eine Verunreinigung der Testkulturen durch artfremde Formen zuriick 
und sehen daher gerade in der Konstanz der Imvic-Teste das beste Kriterium fiir die 
Artreinheit eines coliformen Stammes. Von anderen Autoren, u. a. von STUART u. 
Mitarb. (19388) und neuerdings auch von ORNSTEIN (1950), konnte andererseits fest- 
gestellt werden, daB die Imvic-Reaktionen selbst bei hochgereinigten Stammen 
sich tiber lingere Zeitabschnitte hinaus haufig nicht konstant verhalten. 


1 Gekiirzte Wiedergabe einer Habilitationsschrift, die 1950 bei der T. H. Miin- 
chen eingereicht wurde. 

2 In = Indolprobe, VP = Voges-Proskauer-Probe, MR = Methylrot-Probe, 
Ci = Citratprobe. 
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Im vorliegenden Falle brauchte nun kaum, mit nicht gentigender Rein- 
heit der Ausgangskulturen gerechnet zu werden, da jeder Stamm iiber eine 
5fache Endoplattenserie unter Zwischenschaltung von nur einigen Stun- 
den alten St. IT-Bouillon:Kulturen gereinigt worden war, womit die von 
Rucuuorr u. Mitarb. (1931) fiir die Reinigung der Kulturen aufgestellten 
Forderungen mehr als erfiillt waren. Umso wahrscheinlicher war es, daB 
diese Staémme sich in einem instabilen Entwicklungszustand befanden 
und in allmahlicher Selektion von im Laufe der Weiterziichtung auf- 
getretenen ,,Bakterienmutationen’ oder ,,Dauermodifikationen“ vari- 
ierten, zumal auch eine gewisse Gleichformigkeit in der Abwandlungs- 
richtung erkennbar war. 

Die Bestatigung dieser Vermutung konnte eine nach vorausgegangener 
langerer Ziichtungsperiode vorgenommene Reinigung und daran sich an- 
schlieBende nochmalige Gesamttestierung der Stamme erbringen. War 
die in der 1. und 2. ,,Mutterstamm-Phase‘‘ beobachtete Imvic-Variabili- 
tat der Staémme durch schon urspriinglich mit artfremden Bakterien ver- 
unreinigte Ausgangskulturen oder gegebenenfalls durch sekundire In- 
fektionen bedingt,so muBten die durch Abimpfung und Weiterfiihrung der 
extremst verschiedenen Kolonieformen eines ,,Mutterstammes‘ neu ge- 
wonnenen ,,Tochterstamme‘‘ in den meisten Fallen nicht nur in ihren 
Imvic-Reaktionen, sondern auch in den iibrigen Testen, und zwar mit 
grundsatzlicher Artverschiedenheit, voneinander und vom urspriing- 
lichen ,,Mutterstamm‘ abweichen. War dies aber nicht der Fall, so war 
anzunehmen, da es sich bei den Verainderungen der Stamme um Ab- 
wandlungen handelte, die offenbar auf einer spezifischen Instabilitat ihres 
Entwicklungszustandes beruhten. Traten dann auch bei den ,,Tochter- 
stimmen‘ erneut solche Abwandlungsvorginge auf, so konnte man aus 
deren Verlaufsrichtung méglicherweise sogar einen Einblick in das 
Verwandtschaftsgefiige der Coli- Aerogenes-Gruppe gewinnen. 


A. Versuche zur Klérung der Abwandlungserscheinungen 
der Versuchsstimme. 


Alle in der I. Mitteilung beschriebenen Versuchsstimme wurden 4 Monate nach 
AbschluB der Klassifizierungsversuche (7—9 Monate nach ihrer Isolierung) noch- 
mals iiber eine 3fache Reinigungsplattenserie (Endo-EMB-Endo) gegeben. Erwiesen 
sich die Kolonien auf der 1. Platte als einheitlich, so wurde nur eine derselben tiber 
die beiden nachfolgenden Reinigungsplatten als ,,einzeln abgezweigter Tochter- 
stamm“ weitergefiihrt. Waren sie verschiedenartig, so wurden jeweils die beiden 
verschiedensten als ,,parallel abgezweigte Tochterstamme‘ auf gleiche Weise weiter- 
geziichtet. Meist traten iibrigens nur geringfiigige Unterschiede hinsichtlich Farbung, 
Fuchsinglanz, Oberflachenbeschaffenheit usw. auf. 

Mit den so gewonnenen Tochterstammen erfolgte wahrend der kulturellen Weiter- 
ziichtung (,,Tochterstamm-Phase“) wiederum eine Gesamt-Testierung (Methodik : 
s. I. Mitteilung). Alle bei 37° C negativ verlaufenen Teste wurden bei 25° C wieder- 
holt. Die Werte fiir die H,:CO,-Quotienten sind in dieser Versuchsserie bei 30° C 
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gewonnen worden. Bei ihrer Beurteilung im Vergleich zu den fiir die Mutterstamme 
(bei 37° C) erhaltenen ist zu beriicksichtigen, daB von keinem der Tochterstamme 
(bei 30° C) — wie es umgekehrt bei manchen Mutterstaémmen (bei 37° C) der Fall 
war — nur Saure, sondern ganz regular von jedem stets auch Gas gebildet wurde. 
Deshalb konnte fiir simtliche Tochterstamme jeweils ein wirkliches, zahlenmafiges 
H,:CO,-Verhaltnis ermittelt werden, was im Falle der Mutterstaémme — eben infolge 
des teilweisen Ausbleibens der Gasbildung bei 37° C — nicht fiir alle gelang [vgl. 
die Angabe S (nur Saurebildung) in Tab. 1—4, I. Mittlg.]. Die MR- und VP-Teste 
und etwas weniger haufig die Indol- und Citrat-Teste wurden in verschiedenen 
Zeitabstinden 3—5 Monate lang bei 37° C, gegen Ende der Versuchsserie auch bei 
25° C wiederholt. Die Testergebnisse der mit den Tochterstammen vorgenommenen 
Gesamt-Testierung sind in den Tab, la—4a zusammengestellt. Die Angaben beziig- 
lich der Imvic-Teste stellen Durchschnittsbewertungen wiederholter Versuche dar. 
,,Parallel abgezweigte Tochterstémme sind mit deny Index /1 und /2 gekennzeich- 
net. Von R 19 stammen also z. B. die Stémme R 19/1 und R 19/2. Hinsichtlich der 
Zeichenerklarung sei auf die I. Mitteilung verwiesen (S. 101); die zum Vergleich 
dienenden Versuchsergebnisse der ,,1. Mutterstamm-Phase‘* finden sich dort in 
Tab. 1—4. 


B. Beurteilung der Ausgangskulturen auf ihre Artreinheit. 

Ein Vergleich zwischen den Mutterstammen in Tab. 1—4 (I. Mittei- 
lung) und den Tochterstéimmen in Tab. la—4a — vorliufig ohne deren 
Verhalten in den Imvic-Testen zu beriicksichtigen — zeigt, da8 sich 
durch die nochmalige Reinigung der Mutterstimme nicht in einem ein- 
zigen Falle Tochterstimme abtrennen lieBen, die sich gegeniiber ihren 
Mutterstammen — und gegebenenfalls auch paarweise untereinander — 
als so grundsitzlich verschieden erwiesen hitten, daB man das Vorliegen 
schon urspriinglich nicht artreiner Ausgangskulturen hatte annehmen 
miissen. Waren tiberhaupt — abgesehen von den Verinderungen der 
MR- und VP-Probe — Unterschiede zwischen Mutter- und Tochter- 
stammen aufgetreten, so gewohnlich nur solche gradueller Natur, die 
sich zumeist auf geringfiigige Intensitaétsunterschiede im Verhalten der 
Stiimme bei diesem oder jenem Test beschrankten. 

So zeigte ein Teil der Tochterstiimme bei der Vergirung einiger C-Quellen 
eine Verschiebung (Senkung) des Temperaturoptimums, was sich durch eine Ver- 
minderung der Gasbildung und Erhéhung der Saurebildung bei den 37° C-Ver- 
suchen kundtat, wahrend bei 25° C normale Gasbildung auftrat. Verhaltnismabig 
haufig war bei Tochterstaémmen (Tab. 2a u. 3a) die Reduktionskraft gegeniiber 
Neutralrot mehr oder weniger stark vermindert. Einige Tochterstamme. legten 
die Milch nur mehr voriibergehend dick (Tab. 2a). Selten hatte ein Tochterstamm, 
die Fahigkeit zur Milchkoagulation ganz verloren, wie A 3/2 (Tab. 2a), der iiber- 
dies auch von seinem Schwesterstamm mit dieser Higenschaft abwich, was iibrigens 
einer der wenigen Fille ist, wo die beiden korrespondierenden Tochterstiimme 
nicht volle Ubereinstimmung zeigten. In einer Stamm-Gruppe der Tab. la (Gr. B) 
trat die Fahigkeit, bei 25°C «-Methylglucosid schwach vergiren zu kénnen, bei 
einigen Tochterstiémmen neu auf. Dabei ist aber zu beachten, daB schon einige 
Mutterstaémme dieser Stamm-Gruppe die gleiche Fahigkeit besaBen, und da bei. 
37°C nach wie vor alle diese Tochterstamme gleich den Mutterstammen einen 
negativen Befund ergaben. Auch hinsichtlich des Neuauftretens der Inulin- 
Vergarung bei einigen Tochterstimmen in Tab, 2a ist zu beriicksichtigen, daB die 
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Vergarung von Inulin durch diese Staémme meist erst nach dem 12. Tage ein- 
setzte. Die Beobachtungszeit bei den Mutterstamm-Versuchen dauerte aber nur 
7—9 Tage, so da die Inulin-Vergarung vielleicht nicht festzustellen war. 

Solche und ahnlich zu bewertende, verhaltnismibig geringfiigige Unter- 
schiede zwischen manchen Mutter- und Tochterstammen diirfen kaum 
als Artunterschiede aufgefaBt werden, da sie nicht grundsitzlicher Art 
sind und nicht in einem einzigen Falle den Verdacht rechtfertigen, es 
habe sich bei irgend einem der Mutterstimme um ein Formengemisch ge- 
_ handelt. Sie lassen sich vielmehr, in Anbetracht des sonst jeweils den 
Mutterstammen weitgehend gleichgebliebenen Charakters der Tochter- 
stimme, nur als Abwandlungen deuten, die bei der auf die Isolierung 
erfolgten Weiterzucht der Stamme auftraten und die in einer Individuen- 
Abwandlung, gefolgt von ziichtungsbedingten Selektionsvorgingen und 
von einer beim Reinigungsakt gegebenenfalls erfolgten Abspaltung, 
ihre Ursache haben mégen. 

Demnach miissen auch die Verinderungen, in den Imvic-Reaktionen 
als Abwandlungen im Laufe der Weiterzucht der Stimme gedeutet wer- 
den. Diese sollen nachfolgend genauer besprochen werden. 


C. Besprechung der Imvie-Abwandlungsergebnisse. 
1. Vergleich zurschen Tabelle 1 und 1a. 


Aus dem Vergleich der bei 37°C fiir die Mutterstimme gewonnenen 
Imvic-Ergebnisse in Tab. 1 (I. Mttlg.) mit den Werten fiir die Tochter- 
stimme in Tab. la, ersehen wir, daB die Stimme G 12—R 22, die bei 
der 1. Testierung alle noch MR-negativ waren, schon in der |. Mutter- 
stamm-Phase (Tab. 1) positiv wurden und schlieBlich im Verlauf ihrer 
Weiterziichtung diese Eigenschaft stabilisierten, womit der intermediiire 
Charakter dieser Stimme konstant wurde. Bei den Tochterstammen von 
G12 war dieser Zustand allerdings nicht ganz erreicht worden, denn 
beide zeigten in der Tochterstamm-Phase noch je einen Riickschlag 
zur Aerobacter-Form. Stamm D 9 ging in seiner intermediaéren Tendenz 
noch weiter, indem er seine frither noch variable MR-Reaktion positiv 
ausrichtete und dafiir die Fahigkeit, Acetoin zu bilden, verlor. Ahnlich 
verhielt sich auch Stamm 7a, der allerdings in einem Versuch noch einmal 
die fiir Aerobacter typischen Reaktionen zeigte. 


Alle iibrigen Stimme des Tabellenpaares, nimlich simtliche in Gruppe A sowie 
3a und 4a in Gr. B, verhielten sich wahrend der ganzen Versuchszeit, sowohl in 
der Mutter- wie in der Tochterstammphase, mit ihrem ursprtinglich gezeigten 
Imvic-Verhalten konstant, und zwar erstere als Aerobacter-Typen, letztere als 
Zwischenformen mit der IRK —-+-+-. Beziiglich der 25° C-Imvic-Versuche 
sei noch bemerkt, daB die beiden letzten Formen der Tab. la bei 25°C noch star- 
kere Neigung zur Acetoinbildung zeigten als bei 37°C, wahrend bei allen iibrigen 
Stémmen die Ergebnisse bei beiden Temperaturen im wesentlichen tiberein- 
stimmten. 
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Tabelle 1a (Fortsetzung siehe gegeniiberliegende Seite). 


25° C ns 
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*) X = 2c/}, 10/3, U 37/3, H 29/3, 
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T'abelle 1a (Fortsetzung von vorheriger Seite). 
Lackm. Bulir 45°C 
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Solche Verinderungen verschiedener Staémme im Sinne einer Abwand- 
lung von der Aerobacter-Stufe zum Intermediar-Typ —+++ oder von 
diesem zum Intermediar-Typ —+—-+ sind besonders klar zu wtber- 
blicken, wenn wir uns die in den Mutter- und Tochterstamm-Phasen 
wiederholt ermittelten Imvic-Reaktionskombinationen in zeitlich ge- 
ordneter Reihenfolge vergegenwartigen. Als Beispiel seien in Tab. a die 
Reaktionen von 8b, J 14 und D 9 wiedergegeben. 


Tabelle a. 


Sb J14 D9 


In MR VP Ci In MR VP Ci 


37°C M.St. 0 — — + + 0o—(—) + + 0. 4) oie 
2s eee 2 — (+) + + 2—(-)+ + 
Sa she Dy sat ee 6 ices Oat 
Sian oka ean 2) ote eG as B= Ee 
sf OT St. 19 + fe 10o— + + 4 9 Cae 
10 esky l— + ++ 10 voy teh: 
Le aS at Pye Laae ye oa LM nie he 
1S ee 
Tabellen-Erklarung fiir Tab. a—g. 

n. Mtn. = Monate n. Isol. MR a NE 
In = Indol-Reaktion pq 5,0 u.darunter + sehr starke Reaktion + 
MR = Methylrot-R. py 5,1—5,2 +) n. zieml. kraft. R. +) 
VP = Vog.-Prosk.-R. py 5,3—5,4 (+) mittelmaBige Reakt. (+) 
Ci = Citrat-Reakt. pH 5,5—5,6 (—) maRige Reaktion (+) 
pu 5,7—5,8 —) schwache Reaktion (—) 
M.St. = Mutter-Stamm pg 5,9 u. dartiber —  minimaie Reakt. —) 
T.St. = Tochter-St. negative Reaktion —- 

Anfangs-pxH 7,0 


Die ersten beiden Beispiele veranschaulichen den mehrfach beobach- 
teten Ubergang von der Aerobacter- zur Intermediirform-Stufe —++4-4, 
deren Stabilisierung tibrigens zumeist schon bis zum AbschluB der 
1. Mutterstamm-Phase (3—5 Monate nach Isolierung der Stimme) voll - 
erreicht war. Von D 9 und 7a, die beide zwar urspriinglich bereits mit der 
IRK —+-+-+ vorlagen, aber nach dem 2. Monat voriibergehend einen 
Riickschlag zur Aerobacter-Form erlitten hatten, wurde dann diese Stufe 
in der 2. Mutterstamm- Phase noch iiberschritten, und die erreichte Stufe 
—+—-+ behielt D9 in der Tochterstamm-Phase konstant bei, wihrend 
der Stamm 7a allerdings, wie schon erwahnt, noch riicklaufige Tendenz 
zeigte. 

Solche riicklaufigen Erscheinungen sind nicht einfach und_ nicht 
einheitlich zu deuten. Traten sie nimlich in der Mutterstamm-Phase auf, 
so kann es sich méglicherweise nur um eine voriibergehende Umstimmung 
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im Selektionsvorgang handeln. Traten sie aber auch in der Tochter- 
_ stamm-Phase auf, so dirften auBerdem ,,Riickmutationen“ in Verbin- 
dung mit vor- und riickwarts fluktuierenden Selektionsvorgingen zu 
ihrer Erklarung herangezogen werden miissen. 


2. Vergleich zwischen Tabelle 2 und 2a. 


Auch ein Vergleich der Mutterstimme in Tab. 2 (I. Mittlg.) mit. den 
Tochterstimmen in Tab. 2a beziiglich ihres Verhaltens in den 37° C Im- 
vic-Versuchen zeigt, da hier ebenfalls verschiedentlich nach der 1. Mut- 
terstamm-Phase Imvic-Abwandlungen weitergeschritten bzw. neu auf- 
_ getreten sind. 


Der Aerobacter-Typ R 23 in Gruppe C wurde in der 2. Mutterstamm- 
Phase MR-positiv (Tab. 2a), d.h. er wandelte zum intermediiren Typ 
-—+++ ab. Die Tochterstamme von R19, namlich R 19/1 und R 19/2, 
wiesen starker als ihr Mutterstamm die Tendenz auf, eine negative VP- 
Reaktion zu geben. AuBerdem zeigten sie nicht mehr die beim Mutter- 
stamm in den ersten Versuchen noch als variabel nachgewiesene Fahig- 
keit, bei 37° C Citronensaure zu verwerten. Bezeichnenderweise ist dieser 
_ Verlust bei solchen ,,Kaltstémmen‘ jedoch nur temperaturbedingt, denn 
sie verwerteten Citrat bei 25° C, wenngleich erst nach einigen Tagen. » 
An dieser Stelle sei auch kurz auf die in der J. Mitt. (S.111) geiuBerte Ansicht 
zuruckgekommen, daB es sich bei dem Stamm R 19 in Anbetracht seines negativen 
'Verhaltens im Harnstoff- und Uraciltest (Tab. 2) wohl um eine hinsichtlich der 
Harnstoff- und Uracilverwertung reduzierte Form handeln wiirde. Diese Annahme 
ware mit dem von den beiden Tochterstémmen von R19 nach ihrer Abzweigung 
vom Mutterstamm gezeigten variablen Verhalten im Uraciltest eigentlich nicht 
recht in Einklang zu bringen, denn dieses Verhalten wiirde ja eher auf eine Weiter- 
entwicklung von R19 im Sinne der Neuerwerbung der Fahigkeit, Uracil zu ver- 
werten, schlieBen lassen. Jedoch mag man bedenken, da dieser Stamm sich hin- 
sichtlich des Verlustes der Fahigkeit, Uracil zu verwerten, vielleicht eben noch 
in einem Jabilen Zustand befand, und da die Tochterstimme demzufolge noch 
eine diesbeziigliche riicklaufige Tendenz, d.h. ein mitunter wieder positives Ver- 
halten im Uraciltest zeigten, wihrend der Verlust der Harnstoffausntitzung bereits 


stabil geworden war. 

Auch die meisten anderen Formen der Gruppe © zeigten bei ihrer 
an die 1. Mutterstamm-Phase angeschlossenen Weiterziichtung mehr 
oder weniger starke Veranderungen der MR- und VP-Reaktion, und 
zwar durch Verstarkung des intermediaéren Charakters; er trat am deut- 
lichsten bei J 13 und J 15 (Tab. b) hervor, denn diese beiden Staimme 
haben sich von —+++ nach —+—-+ bis zur Konstanz dieser Kom- 
bination abgewandelt. Die Tendenz mancher Staémme, sich sogar vom 
Aerobacter-Typ her, iiber die Intermediarstufe —++ + hinaus, der Stufe 
—-+—14 zu nahern, soll an dem Beispiel des Stammes 2b, in Tab. b, noch 


besonders veranschaulicht werden. 
g* 
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In Gruppe D liegen ganz ahnliche Verhaltnisse vor wie in Gruppe C, 
Stamm H 26, der vordem Aerobacter-Natur aufwies, wandelte sich in 
der Tochterstamm-Phase ebenfalls zum intermediiren Typ —++-+ ab, 
wobei H 26/1 auf dem Wege zu dieser Intermediarstufe noch einen Riick- 
schlag zur Aerobacter-Form zeigte, wahrend H 26/2 diese Umkehrtendenz 
bereits iiberwunden zu haben schien. Die intermediaéren Stiéimme mit- 
vordem variabler VP-Reaktion gingen mit Ausnahme von 7c in den 
Typus —+—-+ iiber. Sie hatten schon in der 2. Mutterstamm-Phase ihr 


Tabelle b. 
; R19 
ei R19/1 
In MR VP Ci In. “MERE VE oC 
37°C M.Sto sO yee ee C eee 
; Mpa ee ae Mee SSO 
Gp = Waa Se ig 2S SS 
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13S SE Li See) ane et) ee 
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Acetoinbildungs-Vermégen eingebiiBt und gaben auch in der Tochter- 
stamm-Phase bei 37°C eine konstant negative VP-Reaktion. Nur 7c 
zeigte auch in seiner Tochterstamm-Phase noch einmal einen Riickschlag 
zum Typus —+-++. Nachfolgende Beispiele in Tab. c moégen wieder 
zur besseren Veranschaulichung solecher Abwandlungsvorgange dienen: 


Tabelle c. 
s H 26 Ns 17a 
Ss H 26/1 = 17a/1 
f= In’ MR VP Ci | In MR VP Ci 
37 C M.St. 0 — — + +& Did es sy ites ees 
Pe ee ee Cie mee ei cate boat 
37°70 T.St. 9 — + (4) + D preeeeste te he 
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a ha 
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ay a Sa 
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Bei den indolpositiven Formen in der Tab. 2, Gruppe EK, traten ahnliche, 
die MR- u. VP-Probe betreffende Abwandlungen auf wie in den Gruppen 
C und D. Es mag daher geniigen, in Tab. d fiir zwei dieser Stimme samt- 
liche wihrend der Gesamt-Versuchsperiode ermittelten Imvic-Reaktions- 
kombinationen wiederzugeben. 

Vergleichen wir nun in Tab. 2a die Ergebnisse der bei 37°C und der bei 
25° C vorgenommenen Imvic-Teste, so liBt sich feststellen, daB nahezu 
alle Tochterstimme, die zur Intermediar-Stufe —+—-++ abgewandelt 
oder sich ihr genihert haben, in den 25°-Versuchen noch viel deutlicher 
als in den 37°-Versuchen ihre friihere Aerobacter-Natur offenbarten. Der 
Verlust des Acetoin-Bildungsvermégens war also bei ihnen noch nicht 
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, temperaturstabil“’ geworden. Nur der Tochterstamm J 13, dessen 
Mutterstamm durch Verlust der Fahigkeit zur Acetoinbildung von der 
Imvic-Stufe —+_+-+ zur Stufe —+—+ abgewandelt hatte, bildete 
auch bei 25° C so gut wie kein Acetoin mehr. Bei ihm war also das Un- 
vermégen, Acetoin zu bilden, bereits zur temperaturstabilen Kigenschaft 


Fabelle d. 
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geworden und seine damit erreichte Abwandlungsstufe kommt der sta- 
bilen Entwicklungsstufe des schon urspriinglich VP-negativen Mutter- 
stammes 19c und seiner zwei Tochterstiéimme gleich, die bei 25° C eben- 
falls kein Acetoin zu bilden vermochten. Nicht weit entfernt von dieser 
Stufe sind auch die Tochterstamme J 15 und A 3/1 und schlieBlich auch 
noch 7c und A 3/2, da erstere bei 25° C nur mehr Spuren von Acetoin zu 
bilden in der Lage waren und letztere auch nur mehr eine sechwache VP- 
Reaktion gaben. 


3. Vergleich zwischen Tabelle 3 und 3a. 


Die Imvic-Abwandlungen bei etlichen Stémmen der Tab. 3 bzw. 3a 
weisen, auBer im Falle des Stammes D 10, der nach der 1. Mutterstamm-_ 
Phase zum intermediiren Typ —+-+-+ wurde, einige Besonderheiten 
auf, die gleich an Hand der in Tab. e zusammengestellten Einzelver- 
suche besprochen seien. 

Danach erwies sich die bei dem Mutterstamm 8a vor seiner noch- 
maligen Reinigung zuletzt aufgetretene Imvic-Reaktionskombination 
—(—)+-+ gegeniiber der fiir den Tochterstamm 8a/1 bei seiner ersten 
‘Testierung ermittelten Reaktionskombination —(—)(—)-+ als so ver- 
schieden, da man hitte annehmen kénnen, der Mutterstamm sei ein” 
Artgemisch gewesen und bei seiner nochmaligen Reinigung hatte sich 
von ihm eine artfremde Form abgespalten. Jedoch erwiesen sich Mutter- 
und Tochterstamm in allen iibrigen Eigenschaften als einander so gleich- 
artig, daB schon aus diesem Grunde diese Annahme wenig Berechtigung 
hatte. Wahrend der Weiterziichtung erfolgte bei dem Tochterstamm 8a/1 
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iiberdies wieder eine riicklaufige Abwandlung zum Urtyp des Mutter- | 
stammes, von wo aus dann wieder eine Umkehr zur Stufe —-+(—)+ 
stattfand. Es konnte sich also bei ihm nicht um eine vom Mutterstamm 


Tabelle e. 
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= 8a/1 
d\ In MR.VP. Ci 
37°C M.St. O — — +) 4) 
2 ee ee) 
3 — + +) 4) 
irs qe : 8a/2 
37° C T.8t.--- 7 = (—) (—) +) abot) ree netes 
Bei): eae maereeere 
2 —=(-+) yr) eeaad ek Soak a 
1D aa ee eas} Ct) ee 
Dg EE ae Se eee 
z 19a 
= 19a/1 
fe Ing MR VE" Ct 
37° C M.St. oO — —) +) + 
2 — +) +) + 
3 ere es 
Tix Stine 19 a/2 
37° C T.St. ie) = TE aa, ae ee te 
ee ce Wes An. « Cah ie 
PA ata ie ae et Ge ae. 
10 — (+) + + — + +) + 
a a Oe Be ae rate? De eax 
& 3¢ r R18 
= = 
¢ In MR VP Ci @ In MR VP Gi 
37° C M.St: 0o— + — + QO. hb a 
3 — + — + 2+ 4+ — + 
fe eee, Pita hae 
SPOT Se ae) aa, See ae 
ito: GR he QS Se) ites te 
ots (on) aeeent} LEA Seth nok Ae 
DO Ma) celts 
Se eis ences! - 
grundsitzlich artverschiedene Form handeln, sondern beim Reinigungs- 
akt hatte sich wohl ein zur Imvic-Stufe —— —-+- abgewandeltes Indivi- 


duum abdissoziiert, bei dem aber die dieser Imvic-Stufe entsprechenden 
biochemischen Eigenschaften noch nicht stabil verankert waren. Des- 
halb ergab dieses Individuum einen Tochterstamm, der bei seiner 1. Te- 
stierung zunichst noch die Kombination —(—)(—)-+- aufwies, bei seiner 
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Weiterzucht aber wieder riicklaufig abwandelte. Der Partner des Tochter- 
stammes 8a/1, nimlich 8a/2, zeigte nach seiner Abzweigung vom Mutter- 
stamm noch nicht jene weitgehende Abwandlung zur Imvic-Stufe 
—(—)—-+. Jedoch gab er in seiner MR-Probe eine intermediare Reak- 
tion, woraus man schlieBen kann, daB auch bei ihm bereits die Tendenz 
vorlag, zu dieser Imvic-Stufe abzuwandeln, was dann am Ende der 
Tochterstamm-Phase ja auch noch deutlich zum Durchbruch kam. 

Diese in bezug auf die MR- und VP-Probe sehr instabilen Stimme 
waren auch hinsichtlich der Verwertung von Citrat als einziger C- Quelle 
nicht ganz stabil. Das Wachstum im Citratmedium setzte verhiltnis- 
mafig spat, durchschnittlich erst nach dem 3. Kulturtage, ein. Zwischen 
dem 7. und 8. Monat der Weiterziichtung der Stamme war der Befund 
uberhaupt negativ. In dieser Zeit waren also fiir 8a sogar die Kombina- 
tionen —(—)(—)— und —-+)—— méglich. 

Bei den Staémmen 19a und 19b bzw. ihren Tochterstammen trat die 
Kombination ——)—-+ ebenfalls verschiedentlich auf, wie aus dem Bei- 
spiel 19a in Tab. e zu ersehen ist, und die Stamme 3c und R18 (Tab. e) 
zeigten in gleicher Weise die Erscheinung, zur Imvic-Stufe ——)—-+ 
bzw. -+-—)—-+ abzuwandeln. Auch sie erwiesen sich jedoch auf diesen 
Abwandlungsstufen als noch nicht konstant. 

Abwandlungen dieser Art, die durch den Wechsel von positivem zu negativem 
Verhalten in der MR-Probe zu dem irregulairen Imvic-Typ ——— + bzw. + ——-++ 
fiihren k6nnen und die wohl am leichtesten von der Stufe — +—-+ aus statt- 
finden diirften, beruhen offenbar nicht auf dem Verlust der Fahigkeit, vermehrt 
Saure-Endprodukte zu bilden, sondern auf der Neuerwerbung einer Eigenschaft, 
welche sie zum vermehrten und friihzeitigen Wiederabbau der gebildeten Saure 
befahigt. Hierfiir sprechen jedenfalls die Ergebnisse einiger Versuche, die mit in 
solcher Abwandlung begriffenen Stémmen durchgefiihrt wurden, und bei denen 
nach 2- und nach 4tagiger Bebriitung MR- und VP-Teste durchgefiihrt wurden. 
Bei den in Tab. f aufgefiihrten Stammen fiel nach dem 2. Tage die MR-Probe 
positiv aus, am 4. Tage — dem iiblichen Zeitpunkt der Reaktionsbestimmung — 
jedoch negativ. Daraus ist zu schlieBen, daB auch bei diesen Stammen eine kraftige 
Saurebildung stattfand, daB aber die gebildete Siure vom 2. Tage ab offenbar 
wieder abgebaut wurde, so da® die nun erfolgende Alkalinisierung des Mediums 
am 4. Tage zu einer negativen MR-Reaktion fiihrte. 


Tabelle f. 


MR VP MR VP MR VP 


37°C nach 2 Tagen +) — —— afte ke 
nach 4 Tagen (—) — (=) == (5+) ers 


Die in den vorliegenden Versuchen hiufig beobachteten Abwandlungen ver- 
schiedener Stémme von positivem zu negativem Verhalten im VP-Test beruhen 
wahrscheinlich nicht auf einem Erwerb der Fahigkeit, Acetoin wieder zu ver- 
brauchen, sondern auf einem wirklichen Verlust der Fahigkeit, Acetoin in nach- 
weisbaren Mengen aus Acetaldehyd zu kondensieren. Denn im ersteren Fall hatten 
die Reaktionsbestimmungen nach 2 Tagen doch wenigstens hin und wieder geringe 
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Mengen Acetoin aufzeigen miissen. Samtliche Stamme aber mit negativer VP- 
Probe am 4. Tage waren stets auch schon nach 2 Tagen vollkommen negativ. 


4. Vergleich zwischen Tabelle 4 und 4a. 


Unter den Stiimmen des Tabellenpaares 4 und 4a traten lediglich bei 
den Stémmen 4b und 6b Imvic-Abwandlungen auf, die sich in den Rah- 
men der bisher besprochenen ohne weiteres einfiigen. Das Uberwechseln 
des bei 37°C citratnegativen Paracoli-Stammes 4b (Tab. g) zur Imvic- 
Stufe —(—)—— ist auf gleiche Weise, wie die Abwandlung der bei 37° C 
citratpositiven Staémme 8a/1—19b sowie 3c und R18 zur irregularen 
Imvic-Stufe —(—)—-+ bzw. +(—)—+, durch Erlangung der Fahigkeit 
zum vermehrten Saéureabbau zu erklaren. Die Abwandlung des citrat- 
negativen Stammes 6b (Tab. g) von der Imvic-Stufe —+-+— zu 
—+——, unter EinbuBe der Acetoin-Bildungsfahigkeit, ist der eines 
VP- und citratpositiven Intermediartyps von der Imvic-Stufe —+ ++ 
zu —-+—-+ gleichzusetzen. Da dieser Stamm sich lactosepositiv ver- 
hielt, ware er somit, wenn der Verlust des Acetoin-Bildungsvermégens 
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sich temperaturstabil erwiesen hitte, sozusagen zum indolnegativen 
Esch. coli-Typ geworden. 


Eine Abwandlung ganz anderer Art ist méglicherweise bei dem indolnegativen 
Coli-Typ Fx (Tab. 4) aufgetreten. Seine beiden Tochterstamme (Tab. 4a) erwiesen 
sich namlich als indolpositiv; allerdings trat diese positive Reaktion erst nach 
4—6tagiger Bebriitung der zum Indolnachweis dienenden Kulturen auf. Die 
friiheren Versuche waren aber meist schon nach 2—3 Tagen abgeschlossen worden, 
so daB nicht entschieden werden kann, ob nach 4—6tagiger Versuchsdauer nicht 
doch auch der Mutterstamm sofort nach seiner Isolierung eine indolpositive 
Reaktion gegeben hatte oder diese Eigenschaft erst wahrend seiner langeren 
Weiterziichtung erworben hat. 


Wahrend nun die Stamme A 1—Fx/2 (Tab. 4a) — wie im tbrigen 
auch alle anderen bisher besprochenen Stamme, die keiner Imvic-Ab- 
wandlung unterworfen waren — bei 25°C die gleichen MR- und VP- 
Reaktionen gaben wie bei 37°C, war dies bei den iibrigen Stammen der 
Tab: 4a, abgesehen von T 33, nicht der Fall, obwohl sie (bei 37°C) 
ebenfalls ein konstantes Imvic-Verhalten aufwiesen. Mit Ausnahme von 
T 33, bildeten sie nimlich bei 25° C mehr oder weniger stark Acetoin. 

Bei T 34/1, Tab.g, fiel bei 25° C sogar die MR-Probe einmal negativ aus, bei Stamm 
6b war sie bei 2 Wiederholungen negativ. Letzterer verhielt sich bei 37°C immer 
MR-positiv und urspriinglich auch VP-positiv. Seine Fahigkeit, bei 37° C Acetoin 
zu bilden, verlor er jedoch in der 2. Mutterstamm-Phase, und auch in der Tochter- 
stamm-Phase blieb dieses Verhalten bestehen. Auf Grund dieser Befunde kann 
man diesen Stamm als citratnegativen, urspriinglich VP-positiven Intermediartyp 
auffassen, der die Eigenschaft der Citratverwertung vermutlich schon vor der 
Isolierung verloren: hatte und der im Laufe der Weiterzucht durch den Verlust 
der Fahigkeit, bei 37° C Acetoin zu bilden, sich dem Coli-Typ naherte, anderer- 
seits aber seine friihere VP-positive Intermediarform-Natur bei 25° C noch deut- 
lich durch die Umkehr der Vorzeichen fiir die MR- und VP-Reaktion zeigte. Auch 
bei Stamm 12a/1 war bei 25° C die VP-Probe noch schwach positiv, und sein 
Schwester-Stamm 12a/2 vermochte wenigstens noch Spuren von Acetoin zu bilden. 
Durch diese in vorliegenden Versuchen nun offenbar gewordene Eigenschaft wird 
die Richtigkeit der in der I. Mitt. vorgenommenen Definition des Ausgangs- 
stammes 12a als ein zwar dem Kaltbliitertyp von Esch. coli sehr nahestehender, 
aber noch schwach intermediaren Charakter tragender Typ bestatigt. 


Bei den Paracoli-Stimmen T 33—4b ist auBer der Fahigkeit von 
T 34/1—4b, bei 25°C Acetoin zu bilden, noch als besonders bedeutsam 
hervorzuheben, daB alle diese bei 37°C citratnegativen Typen bei 25° C 
Citrat als alleinige C- Quelle verwerten konnten, wenn sie auch gewoéhn- 
lich erst am 3.—4. Versuchstage damit begannen. Somit lieBen sich also 
fiir die Formen in der kleinen Gruppe der hier vorliegenden lactosenega- 
tiven Paracoli-Typen, bei 25°C getestet, die Imvic-Reaktionskombi- 
nationen ——-+ +, —-+-+-+ und —-+—-+ bilden; sie sind also alle mehr 
oder weniger stark der Aerobacter-Form zugewandt. Diese Versuche wur- 
den bereits auch bei der in der IT. Mitteilung vorgenommenen Klassifi- 
zierung dieser Stiimme beriicksichtigt. 
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D. Die Formenverwandtschaft innerhalb der Coli-Aerogenes- Gruppe. 


Uberblicken wir nun die bei den verschiedenen Stiimmen aufgetretenen 
Imvic-Abwandlungen in ihrer Gesamtheit, so zeigt sich, daB am haufig- 
sten zwei Abwandlungsarten vorkamen, die eine vom Aerobacter-Typ 
+ + zur Intermediarform — +--+ -+_, die andere von dieser Zwischen- 
form zur Intermediarform —-+—+-. Oft wurde auch von ein und dem- 
selben Aerobacter-Typ die Intermediarstufe —++-+ bis zum inter- 
mediaéren Typ —-+-—-+ durchschritten. Daraus ist trotz eines gelegent- 
lich auch riicklaufigen Abwandlungsvorganges eine allgemeine Ab- 
wandlungs-Richtung vom Aerobacter-Typ ——-+ + iiber die Inter- 
-mediarform —~+ + + zu einer solchen mit der IRK—-+—-+- zu erkennen. 


Diese Abwandlungstendenz war bei Stammen sowohl mit wie ohne die 
Fahigkeit zur Eigenbewegung, Gelatineverfliissizung, Indol- und H,S- 
Bildung zu beobachten, und diese vier Eigenschaften, bzw. deren positive 
oder negative Eigenschaftswerte, blieben waihrend der ganzen Versuchs- 
zeit — fiir das H,S-Bildungsvermogen wurden allerdings erst in der 
2. Halfte der Versuchsperiode Vergleichs-Versuche angestellt — mit ver- 
schwindend geringer Ausnahme fir die einzelnen Stimme konstant. 
Infolgedessen laft sich, wenn wir die bei den Staémmen beobachtete Ab- 
wandlungsrichtung in der MR- und VP-Reaktion als gleichlaufend mit 
dem Entwicklungsverlauf der Formenentwicklung innerhalb der Coli- 
Aerogenes-Gruppe auffassen wollen, ein Formen-Entwicklungs- 
schema in seinen Grundziigen so darstellen, da wir simtliche in den 
Versuchen aufgetretenen Imvic-Typen, der Imvic-Abwandlungsrichtung 
entsprechend, aber in bezug auf die negativen und positiven Eigen- 

_schaftswerte hinsichtlich Kigenbewegung, Gelatineverfliissigung, Indol- 
und H,S-Bildung getrennt, in parallel nebeneinander verlaufende Ab- 
wandlungs- bzw. Entwicklungs-Grundlinien anordnen. AuBer- 
dem mag noch die N- Quellen-Aktivitat als weiteres Kriterium zur Beur- 
teilung der Verwandtschaftsnihe zwischen den einzelnen Typen dienen, 
da aus den vorliegenden Versuchen hervorgeht, dai, je weiter entfernt 
in der Imvic-Entwicklungsreihe ein Typ von Aerobacter entfernt steht, um 
so geringer im allgemeinen auch seine N- Quellen-Aktivitat ist. Auf diese 
Weise ergeben sich die in Abb. 1 dargestellten Entwicklungsgrundlinien. 


In diesem Schema wurde eine dieser Entwicklungsreihen, von Aerob. cloacae 
herkommend und iiber bewegliche, Gelatine verfliissigende, indolnegative Zwischen- 
formen fiihrend, als indol-negative ,,Oloacae‘‘-Linie A dargestellt, zwei wei- 
tere, von Aerob. aerogenes sich ableitend und tiber unbewegliche, Gelatine nicht ver- 
fliissigende, indolnegative Intermediar-Typen gehend, als indolnegative ,,Aero- 
genes‘‘-Linie D und E. Hiervon ist die Linie D die H,S- positive Formenreihe 
dieser Art, die Linie E die H,S-negative. Letztere stellt im tibrigen nur den obe- 
ren Teilabschnitt einer solchen Linie dar, da sie lediglich durch Formen mit 
3-facher N-Quellenverwertung gebildet werden konnte, sich jedoch nicht durch 
Typen weiterfiihren lie8, welche in dieser Hinsicht eine geringere Aktivitat, z. B. 
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nur die Harnstoff-Verwertung, wie die Stamme la—U 35 in Linie D, zeigten. Parallel 
hierzu 14Bt sich auBerdem, aber auch wieder nur in ihrem oberen Abschnitt, eine | 
indolpositive ,,Aerogenes‘*-Linie F — mit unbeweglichen Formen — darstellen. 
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Der Linienabschnitt C (R 21—H 30) konnte, da er ebenfalls durch indolposi- 
tive Formen gebildet wird, die nur Harnstoff oder gar selbst diesen nicht mehr ver- 
_ werten und die auBerdem Gelatine nicht verfliissigen, zur Erganzung der indol- 
positiven ,,Aerogenes‘‘ Linie F dienen. Da jedoch die Formen des LinienabschnittesC 
alle beweglich sind, miiBte, wenn man diese Erginzung vornehmen wollte, die 
Annahme gemacht werden, da innerhalb der Linie F ein Ubergang zwischen be- 
weglichen und unbeweglichen Formen stattfande. Wenn auch grundsatzlich die 
Moéglichkeit einer solchen Formen-Abwandlung — hinsichtlich der Bewegungs- 
fahigkeit — bestehen mag, so konnte doch wahrend der ganzen Verguchsdauer 
bei keinem Versuchsstamm ein solcher Wechsel beobachtet werden, weshalb eben 
eine getrennte Linienfitihrung fiir bewegliche und unbewegliche Formen ange- 
nommen wurde. Da nun die Stamme in Linie C noch auBer der Beweglichkeit 
eine cloacaedhnliche Glycerinverwertung besitzen und — wenngleich in einer 
indolnegativen Reihe — wenigstens in einem Versuchsfalle eine Abwandlung vom 
gelatineverfliissigenden zum gelatinenichtverfliissigenden Typ festgestellt werden 
konnte, wurde diese Reihe, wie bereits schon friiher dargelegt, als unterer Abschnitt 
einer indolpositiven ,,Oloacae‘-Linie ohne Gelatine-Verfliissigungs- 
vermoégen aufgefaht, deren Vertreter das Gelatine-Verfliissigungsvermogen — je 
nach Auffassung hinsichtlich der Entwicklungsrichtung — noch nicht erlangt oder 
wieder verloren haben. 

In Analogie hierzu laBt sich die Linie B als indolnegative ,,Cloacae“- Ent- 
wicklungsreihe ohne Gelatine-Verflissigungsvermégen deuten, denn 
bei den Typen wenigstens des oberen Abschnittes liegen in bezug auf die Glycerin- 
Verwertung die gleichen Verhaltnisse vor, wie bei den Formen in Reihe C. Die 
Linie B erfahrt auBerdem an ihrem oberen Ende tiber den Stamm 9b, der, wie 
bereits erwahnt, im Laufe des Versuchsjahres sein Gelatine-Verfliissigungsvermégen 
verlor und als Abzweigung von der ,,Cloacae*-Linie A zur Linie B heriiberreicht, 
eine Verkniipfung mit der Linie A, deren Formen Gelatine verfltissigen. In ihrem 
unteren Abschnitt (19a—K 16) wird die Linie B allerdings von beweglichen Stam- 
men fortgesetzt, die Glycerin unter Gas- und Saurebildung zerlegen und deren 
Zuteilung zu dieser Reihe deshalb als unsicher anzusehen ist, da sie nur die Beweg- 
 lichkeit mit Aerob. cloacae gemeinsam haben, wahrend sie in ihrem Verhalten 
gegentiber Gelatine und Glycerin dem Aerogenes-Typ gleichen. Man kénnte also 
diese Formen mit dem gleichen Recht auch in eine ,,Aerogenes-Linie“ oder besser 
noch in eine zwischen den ,,Oloacae‘‘- und ,,Aerogenes-Reihen® intermediar ver- 
laufende, selbstandige Entwicklungsreihe stellen. Andererseits diirfte sich aber in 
Anbetracht ihrer Beweglichkeit auch die Auffassung vertreten lassen, daB sie — 
wenn wir eine Entwicklung in aufsteigender, zu Aerobacter hinftthrender Richtung 
annehmen wollen — als Ubergangsformen zu Aerob. cloacae anzusehen sind, die 
eben in ihrer Entwicklung nicht nur hinsichtlich der Gelatine-Verfliissigung, 
sondern auch hinsichtlich der Glycerin-Verwertung noch besonders nah bei Hsch. 
coli, bzw., wie spaiter aufgezeigt werden soll, bei Paracoli stehen. Mit entsprechen- 
dem Vorbehalt wurden sie daher in die indolnegative ,,Cloacae‘-Kntwick- 
lungsreihe B ohne Gelatine-Verflissigungsvermogen gestellt. 


Inwieweit sind nun die in den Versuchen beobachteten Abwandlungen 
dem natiirlichen Entwicklungs-Geschehen gleichzusetzen? Die Meinun- 
gen, wie man sich den Vorgang der Evolution innerhalb der Enterobac- 
teriaceae vorzustellen hat, sind nicht einheitlich. 


Borman und Mitarbeiter (1944) z. B. glauben, eine Entwicklung in absteigender 
Linie annehmen zu miissen, die von Aerobacter tiber Paracoli zur Salmonella- 
Shigella-Gruppe fiihrt, da bei den Formen innerhalb der Familie der Hntero- 
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bacteriaceae offensichtlich eine allgemeine Entwicklungstendenz von der sapro- 
phytischen zur kommensalen bzw. parasitischen Lebensweise festzustellen sei. 
Parr (1933) dagegen vertritt die Ansicht, da8 die Entwicklung von den Paracoli-_ 
Bakterien aus in der einen Richtung tiber Esch. coli zu den citratpositiven Inter- 
mediarformen und von hier zu Aerobacter fiihrt, in der anderen Richtung zur 
Salmonella-Shigella-Gruppe. 

Dieser letzterwahnten Auffassung wiirde nun, was die Formen-Ent- 
wicklung innerhalb der Coli-Aerogenes-Gruppe anbelangt, die in den Ver- 
suchen beobachtete, von Aerobacter zu den Intermediirformen fiihrende 
Abwandlungsrichtung nicht entsprechen, da sie ja zu der von PARR an- 
genommenen, zu Aerobacter hinfiihrenden Entwicklungsrichtung gerade 
entgegengesetzt gerichtet verliuft. Jedoch diirfen wir bei der Beurteilung 
der hier vorliegenden Ergebnisse nicht auBer acht lassen, daB die Er- 
nahrungs- und Temperaturbedingungen der Versuchsstimme wahrend 
ihrer kulturellen Weiterziichtung gegeniiber den in mannigfacher Ver- 
schiedenheit durch die Natur gebotenen Verhiltnissen so einseitig ver- 
ainderte, degenerativ wirkende Umwelteinfliisse darstellen, daB sie wohl 
gerade fiir das Riickliiufigwerden eines Stammes in seiner natiirlichen 
Evolution in besonderem Mafe die Voraussetzung gegeben haben diirf- 
ten. Man darf wohl annehmen, da® unter den kiinstlichen Ziichtungs- 
bedingungen eine im Laufe der natiirlichen Entwicklung von einem 
Stamm neu erworbene Eigenschaft, wie z. B. das Acetoinbildungsver- 
mogen, in degenerativer Riickentwicklung besonders leicht wieder ver- 
loren gehen konnte (von —-+-~+ + zu —-+—-++), bzw. daB analog hierzu, 
ein wahrend der natiirlichen Evolution aufgetretener Verlust einer ur- 
spriinglichen Eigenschaft, z. B. der Fiahigkeit zur gesteigerten Saure- 
bildung, leicht wieder riickgingig werden konnte (von ——+-+ zu 
-——-+-+ +). Demzufolge diirfte die Tatsache, da in den vorliegenden Ver- 
suchen die Abwandlungen der Stiimme in absteigender Richtung von 
Aerobacter her zu den Intermediiarformen hin verliefen, der von Parr 
(l. ec.) vertretenen Ansicht nicht entgegenstehen, da die bei den Stimmen 
aufgetretenen Abwandlungen — wenigstens zum groBen Teil — nicht 
anders zu deuten sind, als daf sie zur urspriinglichen Evolutionsrichtung 
riickliufig verlaufene Degenerationsabwandlungen darstellen, aus deren 
Verlaufsrichtung hervorgeht, da man sich die natiirliche Formen-Ent- 
wicklung innerhalb der Coli-Aerogenes- Gruppe offenbar zu Aerobacter hin 
aufsteigend vorzustellen hat. 

Neben solchen, zur urspriinglichen Entwicklung gegenliufig gerich- 
teten Abwandlungen konnten natiirlich auch andersgerichtete Abwand- 
lungen bei den Stimmen aufgetreten sein, z. B. die Abwandlung VP- 
negativer Intermediarformen von positivem zu negativem Verhalten in 
der MR- Probe (z. B. —-++-—-++ zu—_—— ++). Diese Abwandlung kam ném- 
lich nicht so zustande, daB etwa diese Formen -infolge des Verlustes 
ihrer Fahigkeit zur gesteigerten Siurebildung ,,riickliufig’’ geworden 
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waren, sondern durch Neuerwerb einer anderen Fahigkeit, mit Hilfe 
derer sie die von ihnen gebildete Saiure wieder friihzeitig abbauen konn- 
ten, so daB die MR-Probe, am iiblichen Tage ihrer Vornahme, negativ 
ausfiel, wodurch bei diesen Formen ein Verlust ihres gesteigerten Saure- 
Bildungsvermégens und damit eine Riicklaufigkeit in ihrer Entwicklung 
vorgetauscht wurde. Solche Abwandlungen sind natiirlich zur urspriing- 
lichen Entwicklungsrichtung nicht gegenlaufig gerichtet, sondern zweigen 
von ihr ab und wurden in dem Schema Abb. | als seitlich gerichtete Ab- 
zweigungen an den Grundlinien dargestellt. 

Was nun die Reihenfolge anbelangt, in der die hauptsachlichsten Form- 
typen der Coli-Aerogenes-Gruppe die Entwicklungsreihen zwischen Para- 
_ coli und Aerobacter aufbauen, so wird im allgemeinen, wie auch von Parr, 
angenommen, dafX die citratpositiven Intermediartypen als Zwischen- 
formen zwischen Aerobacter und Esch. coli aufzufassen sind, die ihrerseits 
an Paracoli anschlieBen. 

Diese Auffassung vom Verwandtschaftsgefiige innerhalb der coliformen Gruppe 
findet in folgendem ihre Begriindung: Der Anschlu8 zwischen den lactosenegativen 
Paracoli-Formen und der lactosepositiven Art Hsch. coli 1laBt sich durch die lactose- 
mutabilen Typen von Hsch. coli vermittelt denken. Die citratpositiven Zwischen- 
formen sind als Bindeglieder zwischen Esch. colt und Aerobacter gedacht, weil sie 
MR-positiv und VP-negativ sind und darin mit der citratnegativen Art Lsch. coli 
tibereinstimmen, andererseits aber bereits die positive Citrat-Verwertung und teil- 
weise auch die Acetoin-Bildungsfahigkeit mit der Gattung Aerobacter gemeinsam 
haben und dadurch mit dieser in naiherer Beziehung stehen. 

In den vorliegenden Versuchen wurden nun einige Paracoli-Bakterien 
isoliert, von denen aus an die citratpositiven Zwischenformen sich min- 
destens so gut ein AnschluB erméglichen laBt, wie von Esch. coli aus. 
Diese Paracoli-Stimme (T 33—4b, Tab. 4a) geben naimlich bei 37°C 
eine negative, bei 25° C eine positive Citratreaktion. Bei ihnen ist also die 
Fahigkeit der Citratausniitzung an sich schon vorhanden, nur scheint sie 
labil, dafiir aber um so leichter ,,modifizierbar“‘ zu sein. Bei einer direk- 
ten Entwicklung von citratpositiven Intermediartypen aus solchen 
Paracoli-Formen ware also zur Erreichung der citratpositiven Interme- 
diarform-Stufe kein Totalerwerb der Fihigkeit, Citrat zu verwerten, 
notig. Dies ware der Fall, wenn Hsch. coli als Bindeglied zwischen Para- 
coli und den citratpositiven Zwischenformen stiinde und wenn somit 
von ihr aus die Weiterentwicklung zu letzteren stattfande. Bei solchen 
Paracoli-Formen brauchte dagegen — etwa nur nach Art einer 
_ ,,Dauer-Modifikation“’ — lediglich eine ,,Temperatur-Stabilisierung* 
ihrer an sich schon vorhandenen, aber ,,temperatur-labilen“ Fahigkeit 
zur Citratverwertung zu erfolgen, und so wiire der auch bei 37° C citrat:- 
positive und VP-negative Intermediartyp (--+—+) vervollstandigt. 
Hierbei miiBte natiirlich, wie in jedem Falle beim Ubergang einer Para- 
coli-Form zu einer Form aus der Coli-Aerogenes-Gruppe, auch die 

10* 
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Lactose-Vergiirung hinzuerworben werden. Die citratpositiven ,,langsamen 
Lactose-Vergirer“ mégen als solche Ubergangsformen angesehen werden. 

Ist die Paracoli-Form, von der die Entwicklung ausgeht, nicht nur 
citrat-, sondern iiberdies auch VP-labil, d. h. bildet sie zwar bei 25° C, 
nicht aber bei 37° G Acetoin, wie das z. B. bei T 34 und 4b der Fall ist, 
so ware von einem solchen Typ aus sogar eine Entwicklung direkt zu 
citrat- und VP-positiven Intermediairtypen méglich, wobei auch die 
Fiahigkeit zur Acetoinbildung nur ,,temperaturbestandig“ stabilisiert zu 
werden brauchte. Daf& von Paracoli-Formen aus mit labiler Fahigkeit 
zur Acetoinbildung der Entwicklungsverlauf zuerst iiber Esch. coli geht, 
diirfte recht unwahrscheinlich sein; denn es miiBte sich zur Erreichung 
der Esch. coli-Stufe die VP-Labilitat dieser Paracoli-Formen zunachst 
negativ stabilisieren und dann zur Erreichung der VP-positiven Inter- 
mediarform-Stufe von Esch. coli aus die Fahigkeit zur Acetoinbildung 
zuriickgewonnen werden. 

Die Entwicklung von Esch. coli aus diesen citratlabilen Paracoli-For- 
men kénnte man sich auf ahnliche einfache Weise erklaren, wie die Ent- 
wicklung der citratpositiven Zwischenformen aus diesen Typen; nur 
wiirde in diesem Falle die labile Eigenschaft, Citrat zu niitzen, sich eben 
nach der gegenteiligen Seite hin potenzieren und zur temperatur-stabilen 
,negativen® ,,Dauer-Modifikation’’ werden, so, daf also nicht nur bei 
37° C, sondern auch bei 25° C keine Citrat-Verwertung mehr stattfande. 

In beiderlei Richtung, sowohl zu den Intermediarformen wie zu Esch. coli hin, 
kénnten natiirlich Ubergangsformen vermitteln, indem etwa sowohl bei 25° C wie 
bei 37° C citratpositive und noch lactosenegative Paracoli-Typen zu den Inter- 
mediarformen, und sowohl bei 37° C wie bei 25°C citratnegative und noch lactose- 
negative Paracoli-Typen zu Hsch. coli iiberleiten,. 

Noch eine andere, aus den Versuchsergebnissen hervorgehende Tat- 
sache kann meines Erachtens zu der Annahme einer getrennt verlaufen- 
den Entwicklung von citratpositiven Intermediirformen und Esch. coli 
aus Paracolobactrum fiihren. Nach den Untersuchungen von MircHELL 
und LEVINE (1938) verwerten Esch. coli-Formen in der Regel nur Uracil, 
nicht aber Harnstoff oder Harnsiure als alleinige N- Quelle. Wenn wir 
nun annehmen wollten, da Hsch. coli zwischen Paracoli und den citrat- 
positiven Intermediirformen ein Glied in der aufsteigenden Reihe zu 
Aerobacter darstellt, so miiBte sich hinsichtlich des Erwerbs der N- Quel- 
lenverwertung die Formenentwicklung von Paracoli zu Aerobacter (Tab. 
4a—la bzw. Abb. 1) folgendermafen vollziehen: 

Von den gegeniiber allen 3 N-Quellen sich negativ verhaltenden Paracoli- 
Bakterien aus wiirde die Entwicklung so verlaufen, daB nach dem Erwerb der 
Lactosevergirung die Uracil-Verwertung vor der Harnstoff- und Harnsaure-Aus- 
nuitzung erworben wird, womit die Hsch. coli-Stufe erreicht ware. Im weiteren 


Verlauf der Entwicklung zu den citratpositiven Zwischenformen mii®te dann die 
Uracil-Verwertung vor bzw. mit der Erlangung der Harnstoff-Verwertung wieder 


Zur Frage der Formen-Verwandtschaft innerhalb der Coli-Aerogenes-Gruppe. 149 


verlorengehen, da die zutiefst in der aufsteigenden Entwicklungsreihe zu Aerobacter 

stehenden VP-negativen Zwischenformen kein Uracil, sondern nur Harnstoff ver- 

_ werten. Bei der Weiterentwicklung der VP-negativen Zwischenformen iiber die 
VP-positiven Intermediartypen zu Aerobacter miiBte dann aber die Uracil-Ver- 
wertung wieder zuriickgewonnen werden, da sowohl die VP-positiven Intermediar- 
formen, wie auch Aerobacter, uracilpositiv sind. 

Auch in diesem Falle wiirde ein immerhin recht umstindlicher Ent- 
wicklungsvorgang vorliegen, der sich wesentlich einfacher gestalten 
wiirde und entsprechend wahrscheinlicher schiene, wenn von den Para- 
coli-Formen aus die Entwicklung der citratpositiven Intermediirtypen 
nicht tiber Esch. coli, sondern auf direktem Wege sich vollziehen wiirde; 
es miiBte dann die Erreichung der 3fachen N- Quellen-Aktivitit (Harn- 
stoff, Uracil, Harnsiure) der Aerobacter-Formen nicht tiber solche Um- 
wege erfolgen, sondern sie konnte in steter Addierung der drei Eigen- 
schaften in der aufgezeigiten Reihenfolge ohne Verlust und Wiedergewin- 

nung der Uracilverwertung vor sich gehen. 


Von den Coli-Stémmen Al und L7 aus kénnte allerdings die Weiterentwicklung 
zum. citratpositiven Zwischenform-Typus erfolgen, ohne da8 zuvor die Fahigkeit 
zur Uracil-Verwertung verloren und die Harnstoff-Verwertung erworben werden 
miiBte, denn diese beiden Coli-Formen sind nicht uracil-, sondern harnstoffpositiv. 
Man k6énnte sich demzufolge ihre Hingliederung zwischen Paracoli und citrat- 
positiven Intermediartypen, die man sich, wie R21—R 18 (Abb. 1), beweglich 
und indolpositiv, aber abweichend von diesen H,S-negativ und glycerinpositiv 
vorzustellen hat, ohne weiteres denken, wobei sie im iibrigen sogar aus einer bereits 
schon citratnegativen Paracoli-Form entstanden sein konnten. Im Falle ihrer 
Weiterentwicklung zu den citratpositiven Intermediartypen ware dann hinsicht- 
lich der Erlangung der Fahigkeit, Citrat zu nititzen, allerdings ein Totalerwerb 
notig, wahrend bei einer direkten Ableitung dieser Intermediartypen von citrat- 
labilen Paracoli-Formen nur eine ,,Temperatur-Stabilisierung erfolgen miiBte, 


Aus diesem Grunde wurden auch die beiden Coli-Formen, A 1 und L 7, 
nicht als Bindeglieder zwischen Paracoli und den citratpositiven Zwi- 
schenformen aufgefaft, zumal noch eine andere Méglichkeit ihrer Ab- 
leitung sich iiber die Besprechung jener ,,irregularen‘‘ Formen und Ab- 
wandlungstypen ergibt, die auf Grund ihrer gewoéhnlich ,,irregularen* 
N- Quellen- oder Imvic-Konfiguration nicht in die von Paracoli zu Aero- 
bacter fiihrenden Entwicklungs-Grundlinien selbst eingeordnet werden 
konnten und daher in Entwicklungs-Seitenlinien Aufnahme finden mub- 
ten. Aus dem Schema in Abb. 1 kann man sich ohne besondere Erlaute- 
rungen ein Bild davon machen, aus welchen Grundtypen man sich diese 
in den Seitenlinien angeordneten ,,irreguliren‘“ Formen _herleiten 
kann, bzw. aus welchen Versuchs-Stiimmen sie sich jeweils abwandelten. 


Es sollen daher nur einige Einzelheiten besprochen werden. 

Bei einigen Intermediarformen entstanden wahrend ihrer Ziichtung Abwand- 
lungstypen mit ,,irregularer‘‘ Imvic-Konfiguration, die sich folgendermafen 
charakterisieren lassen: Erwarb eine citratpositive Intermediarform nach voraus- 
gegangener KinbufBe des Acetoinbildungsvermogens die Fahigkeit zum, Wieder- 
abbau der durch den Stoffwechsel gebildeten Saureprodukte (was sich als Verlust 
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des positiven Verhaltens in der MR-Probe auswirkt), so entstanden Typen mit | 
den ,.irregularen‘‘ Imvic-Konfigurationen —— —-+ bzw. -+-—-—--. Beispiele solcher 
Vorginge sind aus Abb. 1 (Linie B, C, D) ersichtlich. Bei den beiden Tochter- | 
Stimmen von 8a erfolgte zudem noch ein zeitweiliger Verlust der Fahigkeit, Ci- 
trat zu verwerten, wodurch die Entstehung eines, ,irregularen** Imvic-Typs———— 
wenigstens angedeutet war. Analog hierzu kénnte man sich die Bildung einer Ab- 
wandlungsform -+-—-—-— aus einem indolpositiven Intermediartyp vorstellen. 


Diese Abwandlungsvorginge kénnten mdglicherweise dem Ablauf 
einer natiirlichen Entwicklung entsprechen, welche zur Bildung von sol- 
chen ,,irreguliren‘* Imvic-Formen mit naturgegebenem Vorkommen ge- 
fiihrt hat. Auf Grund einer solchen Vorstellung waren also solche , irregu- 
laren‘‘ Typen als reduzierte Formen der verschiedenen, zwischen Para- 
coli und Aerobacter méglichen Entwicklungsstufen aufzufassen. 

Aufer der Tendenz, zu diesen ,,irreguliiren’’ Imvie-Typen abzuwan- 
deln, zeigten einige citratpositive Zwischenformen auch noch eine Nei- 
gung, sich zu ,,coligleichen* Imvic-Formen umzubilden. Dies offenbarte 
sich in der Tendenz zum Verlust der Fahigkeit, bei 37°C Acetoin zu 
bilden und Citrat zu verwerten, wahrend das positive Verhalten bei der 
MR-Probe erhalten blieb. 


Solche Abwandlungserscheinungen fiihrten bei den Tochter-Stiimmen von 8a 
und R19 zu coligleichen Reaktionskombinationen —-+-—— (8a/1 u. 2(«) und 
R19/1 u. 2/x), Abb. t, Linie B u. #), die allerdings, vor allem bei 8a/1 u. 2(x) 
nicht konstant waren. Immerhin ist hierdurch die Méglichkeit einer Umbildung 
dieser citratpositiven Zwischenformen zu coligleichen Imvic-Typen aufgezeigt. 
Diese Abwandlungstypen unterscheiden sich aber durch ihre abweichende N- Quellen- 
Aktivitat vom typischen Esch. coli,das normalerweise nur Uracil verwertet, wahrend 
8a/1 u. 2(%) auBer Uracil auch noch Harnstoff und R 19/1 u. 2(«) auBer (Uracil) 
noch Harnsaéure verwenden konnten. Auf diese Besonderheiten wird noch zuriick- 
gekommen werden. 


Stamm, 12a zeigte wihrend der ganzen Versuchszeit bei 37° C konstant nur eine 
coligleiche Imvic-Kombination (Tab. 4 u. 4a) und selbst in den 25° C-Versuchen, 
die am Ende der etwa 1 jahrigen Ziichtungsperiode vorgenommen wurden, war bei 
dem einen seiner beiden Tochter-Stimme die Fahigkeit zur Acetoinbildung nur 
sehr beschrankt vorhanden, beim andern praktisch sogar iiberhaupt kaum fest- 
stellbar. Die Hntstehung dieses Stammes 12a kénnte man, wie schon in der I. Mittlg. 
begriindet, abgesehen davon, daB sein Ursprung auf eine bewegliche Paracol i-Form 
zuriickgehen mag, gewissermafen auf eine Fortsetzung der Abwandlungen, welche 
R19 erfuhr, zuriickfiihren. Er hatte also — nach Abzweigung etwa von einer 
cloacaeverwandten Intermediirform (Abb. 1, B) die bei R19/1 u. 2 (Tab. 2a) noch 
variabel vorhandene, bzw. von denselben noch nicht ganz verlorene Fahigkeit zur 


Acetoin-Bildung und Uracil-Verwertung — bis auf das Relikt eines minimalen 
Acetoin-Bildungsvermégens bei 25°C — endgiiltig verloren. Erhalten geblieben 


wire dagegen — wie bei R19/1 u. 2 — die Fahigkeit zur verstarkten Saurebildung 
und zur Harnsiure-Verwertung. Seiner Imvic-Kombination nach ist er als indol- 
negative Esch. coli-Form zu bewerten, fiir die jedoch seine positive Harnsiure- 
Verwertung atypisch ist. 

Die Abwandlung des Stammes 6b ist der des Stammes R19 ebenfalls ahnlich, 
aber etwas abweichend. Stamm 6b war unmittelbar nach seiner Tsolierung bei 37°C 
und 25° C citratnegativ, aber VP-positiv, und mag daher in Analogie zu R19 als 
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ein Intermediartyp aufgefaBt werden, der von Paracoli bereits vor seiner Isolie- 
rung aufsteigend, nachdem er die Lactosevergirung erworben und die Fahigkeit 
Acetoin zu bilden, stabilisiert hatte, die Fahigkeit der Citratausniitzung verlor und 
damit riicklaufig wurde (Abb. 1, B). SchlieBlich erfuhr wahrend der Ziichtungs- 
periode auch wieder sein Acetoin-Bildungsvermégen eine Beschrankung, indem er 
am Schlu8 der Untersuchungen bei 37° C Acetoin nicht mehr zu bilden vermochte, 
sondern nur mehr bei 25° C, so daB sich fiir ihn — bei der im allgemeinen iiblichen 
Testierungstemperatur von 37° C — wahrend der zweiten Versuchsperiode kon- 
stant die coligleiche Imvic-Kombination —+— — ergab. DaB dieser Stamm, bzw. 
sein coliahnlicher Abwandlungstyp, keine vom typischen Esch. coli abweichende 
N-Quellen-Aktivitaét (Harnstoff- oder Harnsdure-Verwertung) aufwies, ist mit 
seiner offenbar friihen Riicklaufigkeit auf dem Wege seiner Entwicklung zu Aero- 
bacter zu erklaren, die allem Anschein nach schon so vorzeitig einsetzte, daB er nicht 
einmal die Harnstoff-Verwertung erworben hatte, bevor er sich — in Kultur ge- 
nommen — durch den Verlust der Fahigkeit, bei 37° C Acetoin zu bilden, dem Coli- 
Typ naherte. So zeigte also dieser Abwandlungstyp, der weder Harnsaure noch 
Uracil noch Harnstoff verwertete, keine vom typischen Hsch. coli abweichende 
N-Quellen-Aktivitat, denn das Fehlen der Fahigkeit zur Uracil-Verwertung allein 
kann, wie die Warmbliiter-Stamme 2a, Fx und Fy bezeugen, fiir dieses nicht als 
atypisch bezeichnet werden. 


Alle diese dem. Coli-Typ mehr oder weniger genaherten Abwandlungen 
der Stimme 8a, R19 und 6b sowie der bei 37° C konstant coligleiche 
Imvic-Typ 12a zeigten einen zumeist sehr ausgepragten ,,Kaltstamm‘‘- 
Charakter und gaben demgemiéf auch eine negative EryKMAN-Probe. 
Diese Eigenschaft kam aber auch den Stimmen A 1 und L7 zu, die sich 
dadurch vom Warmbliitertyp unterschieden und dementsprechend als 
Kaltbliiter-Coli eingestuft wurden. 


Dies legt die Vermutung nahe, daf es sich bei den Stimmen A 1 und 
L7 und méglicherweise iiberhaupt bei den Kaltbliiter-Coli-Typen um 
Formen handeln kénnte, fiir die eine den vorher aufgezeigten Abwand- 
lungen entsprechende Abstammung von zwischen Paracoli und Aero- 
bacter stehenden Intermediirformen anzunehmen ist, zumal auch A 1 
und L7 eine fiir normale Esch. coli-Formen atypische N- Quellen-Aktivi- 
tit (Harnstoff-Verwertung) aufweisen, die sich ohne weiteres mit der 
Annahme erkliren li®t, da& diese Stimme von Intermediirformen 
zwischen Paracoli und Aerobacter abstammen, welche die Fahigkeit zur 
Harnstoffverwertung besaBen. 

Danach wiirden also, waihrend die Warmbliiter-Coli-Typen direkt von 
Paracoli abzuleiten waren, die Kaltbliiter-Coli-Typen von Intermediar- 
formen zwischen Paracoli und Aerobacter abstammen und durch den 
Verlust der Citrat-Verwertung reduzierte Formen sein, die, auBer dem 
negativen Verhalten in der Erskman- Probe, haufig noch eine vom Warm- 
bliiter-Coli abweichende irregulare N- Quellen-Verwertung besitzen, in- 
dem sie nicht nur Uracil, sondern auch Harnsiiure oder Harnstoff als 
alleinige N- Quelle verwerten kénnen. Ein solches Verhalten beziiglich 
der N- Quellen-Verwertung stellt allerdings keine durchgangige Regel dar, 
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was auch gar nicht erwartet werden darf; denn wenn die Reduktion 
schon sehr friihzeitig bei einer Zwischenform an der Basis eines zu Aero- 
bacter aufsteigenden Astes einsetzt, bevor die Verwertung einer der 
3 N-Quellen erworben wurde, miissen Formen entstehen, die, wie der 
coligeniherte Abwandlungstyp 6b, keine der 3 N-Quellen angreifen. 
Diese gleichen natiirlich Warmbliiter-Formen, die als Bindeglieder in dem 
direkt von Paracoli abzweigenden Ast zum uracilpositiven Coli-Warm- 
bliiter-Typ die Uracil-Verwertung noch nicht erlangt haben und daher 
sich ebenfalls gegeniiber allen 3 N-Quellen negativ verhalten, wie das 
bei 2a und den beiden Fakal-Stémmen Fx und Fy der Fall ist. 


E. ZusammengefaBte Darlegung iiber das Verwandtschafts-Gefiige 
der Coli-Aerogenes-Gruppe. 


Die hier entwickelte Ansicht iiber die Formen-Verwandtschaft inner- 
halb der Coli-Aerogenes-Gruppe laBt sich durch folgende Grundziige 
kennzeichnen: 

Als gemeinsamer naher Ursprung der Coli-Aerogenes-Bakterien wird 
die Paracoli-Gruppe angesehen, aus der sich Formen, nicht auf dem 
Umweg iiber Esch. coli, sondern unter Stabilisierung ihrer labilen Fahig- 
keit, Citrat zu verwerten, und durch Erwerb der Lactose-Vergarung 
direkt zu den citrat- und MR-positiven, gewohnlich zuerst VP-negativen, 
schlieBlich aber VP-positiven Zwischenformen entwickeln, die zu den 
Formen der Gattung Aerobacter, mit negativer MR-Probe, iiberleiten. 
Damit verkniipft ist der jeweils auf verschiedenen Entwicklungsstufen 
erfolgende Erwerb der Harnstoff-, Uracil- und Harnsiure-Verwertung in 
vorstehender Reihenfolge, so daB also eine durch den Erwerb nur der 
Harnstoff-Verwertung gekennzeichnete Entwicklungsform im allgemei- 
nen mit Paracolobactrum niher verwandt ist als mit Aerobacter. Diese 
Entwicklungsvorgiinge verlaufen in zwei Gruppen, deren eine iiber be- 
wegliche Formen zu Aerobacter cloacae, deren andere iiber unbewegliche 
Formen zu Aerobacter aerogenes aufsteigt. Beide Gruppen gliedern sich 
in indolpositive und indolnegative Formenreihen, und diese vermutlich 
wiederum in H,S-positive und H,S-negative Linien. Die zu Aerobacter 
cloacae fiihrende, bewegliche Gruppe erfihrt iiberdies eine weitere Diffe- 
renzierung in Gelatine verfliissigende und nichtverfliissigende Abstam- 
mungslinien, deren verschiedene Entwicklungsstufen in beiden Linien 
gewohnlich bis weit zum Ursprung zuriick durch eine cloacaetypische 
Glycerinverwertung gekennzeichnet sind. 

Die Aufgliederung in diese Entwicklungsreihen mag auf der verhiltnis- 
mafig weniger leicht méglichen Umformbarkeit der die einzelnen Reihen 
jeweils charakterisierenden Eigenschaften, wie Beweglichkeit, Indol- 
bildung usw. (Abb. 1) beruhen, die vermutlich bereits bei den Stamm- 
formen mit positivem oder negativem Eigenschaftswert vorgebildet sind 
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und sich im Verlaufe der Weiterentwicklung als verhaltnismaBig kon- 
_ stant erweisen. Dabei mag gelegentlich durch Verlust oder Erwerb solcher 
Higenschaften (z.B. auch des Gelatine-Verfliissigungsvermégens) auf 
irgendeiner Entwicklungsstufe ein Uberspringen von Formen aus einer 
Abstammungslinie in eine andere vorkommen. 

An diesen Entwicklungs-Grundlinien entstehen sekunddre Abzwei- 
gungen, die auf gegenlaufigen — z. B. im Falle des Verlustes der Citrat- 
Verwertung — oder zur urspriinglichen Entwicklungsrichtung irgendwie 
anders gerichteten, irreguliir verlaufenden Abwandlungen von Formen 
verschiedener Entwicklungsstufen beruhen. Auf diese Weise konnte man 
sich die ,,irreguliren‘’ Formen der Coli-Aerogenes-Gruppe entstanden 
denken. Moglicherweise sind auch die Kaltbliiter-Coli-Typen, die ver- 
mutlich haufig ee vom Normaltyp des Warmbliiter-Coli abweichende 
N- Quellenverwertung besitzen diirften, durch Reduktion aus Zwischen- 
_formen hervorgegangen, deren. Fahigkeit, Citrat zu verwerten, verloren 
ging. 

SchlieBlich leiten sich in direkter Linie von den Paracoli-Bakterien 
noch als dritte Hauptgruppe die Warmbliiter-Coli-Typen ab. Diese stellen 
eine Formengruppe dar, die im Vergleich zu den beiden anderen hin- 
sichtlich Lactose-Vergarung durch gleichsinnige, aber hinsichtlich Car- 
bohydrat-Stoffwechselsteuerung und Citrat-Verwertung durch entgegen- 
gesetzt gerichtete Entwicklungsvorgange entstanden sind; ihre End- 
Glieder haben offenbar nur die Fahigkeit erlangt, von den 3 gepriiften 
N- Quellen Uracil zu verwenden. Diese Formengruppe scheint vornehm- 
lich in beweglichen Stammformen ihren Ursprung zu haben, die ent- 
_ weder indolpositiv oder indolnegativ potenziert sind. 


Zusammenfassung. 

Eine gréBere Anzahl Versuchsstémme von aus nieder- und mittelpro- 
zentigem Bier isolierten Bakterien der Coli-Aerogenes-Gruppe verhielt 
sich bei wiederholten Testierungen wahrend eines langeren Zeitabschnitts 
hinsichtlich der MR- und VP-Probe nicht konstant. 

Dies Verhalten war auf Abwandlungsvorginge wahrend der kultu- 

rellen Ziichtung der Staémme zuriickzufiihren; unter den gegebenen 

Ziichtungsbedingungen herrschte besonders die Tendenz vor, vom Imvic- 
Typ ——-+-+ iiber die Intermediarstufe —+-+-+ zum Intermediartyp 
—-++—-+ iiberzuwechseln. 

Diese Abwandlungen werden als zur urspriinglichen Formen-Entwick- 
lung gegenliufig verlaufene Degenerationsabwandlungen gedeutet, wo- 
raus sich fiir den Verfasser die Auffassung ergab, daf der natiirliche Ent- 
wicklungsverlauf innerhalb der Coli-Aerogenes-Gruppe nicht von Aero- 
bacter zu den Paracoli-Formen, sondern in entgegengesetzter Richtung 
fiihrt. 
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Unter Beriicksichtigung verschiedener Versuchs- und Abwandlungs- 
ergebnisse wird die Ansicht entwickelt, daB als gemeinsamer Ursprung 
der Coli-Aerogenes-Bakterien die Paracoli-Gruppe anzusehen ist, aus der 
zwei Gruppen von Entwicklungsreihen, nicht auf dem Umweg tber 
Esch. coli, sondern direkt iiber die citratpositiven Zwischenformen, zu 
Aerob. cloacae bzw. zu Aerob. aerogenes aufsteigen, waihrend eine dritte, 
citratnegative Gruppe zu Esch. coli, und zwar zu den Warmbliiter- 
Typen dieser Art mit uracilpositivem Verhalten, fihrt. 

Zur Richtung der beiden erstgenannten Hauptentwicklungsgruppen 
irregular verlaufende Entwicklungsvorginge diirften von verschiedenen 
Entwicklungsstufen aus zu ,,irreguliren‘‘ Formen fiihren, z. B. von der 
VP-negativen Intermediirform-Stufe aus zu solchen mit der Imvic-Kon- 
figuration ——-—+ bzw. +—-—-+ (durch Erwerb der Fiahigkeit zum 
Saure-Wiederabbau), oder zu coligleichen Imvic-Typen —-+-—— bzw. 
+++—-— (durch Verlust der Fahigkeit, Citrat zu verwerten). Als auf 
letztere Art entstandene Formen mégen die Kaltbliiter-Coli-Typen auf- 
gefaBt werden, die sich jeweils von in aufsteigender Entwicklung zu Ae- 
robacter begriffenen und mit entsprechender N- Quellen-Aktivitat (harn- 
stoffpositiv oder gar schon harnsaurepositiv) ausgestatteten interme- 
diaren Entwicklungsformen abgezweigt haben diirften. 
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(Aus der Bundesanstalt fiir Pflanzenschutz in Wien.) 


Die Wattehaube. 
Kin Verschlu8 fiir Kulturgefi®e zur Ziichtung 
streng aerober Mikroorganismen. 


Von 
ALEXANDER JANKE 


(unter technischer Mitwirkung von Hrpwia Rors#). 
Mit 1 Textabbildung. 


(Hingegangen am 23. Januar 1952.) 


1. Wattepfropf- und Kappenverschliisse. 


Vielfaltige Erfahrung hat gelehrt, da8 der tibliche Wattepfropfen-Ver- 
schlu8 der Kulturgefife — vor allem in der submersen Schiittelkultur — 
keine ausreichende Luftversorgung fiir streng aerobe Mikroben gestattet. 
Dieser Umstand hat sich bereits in den Anfangen der Penicillin-Produk- 
tion unangenehm bemerkbar gemacht und tritt auch bei der Gewinnung 
anderer Antibiotika sowie ganz allgemein bei Ziichtung extrem luft- 
liebender Organismen in Erscheinung. Zudem haftet dem Watteptropfen- 
Verschlu8 der weitere erhebliche Nachteil an, da8 sich keimhaltige 
Staubteilchen an seiner rauhen Oberflache sowie in der Rinne zwischen 
Pfropfen und Glaswand absetzen und leicht zu Infektionen AnlaB geben, 
vor allem dann, wenn man aus Griinden der Watteeinsparung ein Ab- 
flammen der Pfropfen vor deren Liftung unterlaBt. 


Den letztgenannten Nachteil trachtet man schon seit geraumer Zeit durch Ver- 
wendung von Kappenverschliissen auszuschalten. So hat sich fiir Kulturrohrchen 
die Kapsenberg-Kappe (Kapspenper@ 1941) und fiir weithalsige GlasgefaBe die 
Glaskappe nach Knott (1942) bewahrt; zumindest gestatten diese VerschluBarten 
bei Aufbewahrung der KulturgefaBe in senkrechter Lage in einem Raum, der keine 
zu starke Luftbewegung aufweist, einen zufriedenstellenden Grad von Infektions- 
sicherheit. Jedoch ist die Luftversorgung im Innern der KulturgefaBe noch wesent- 
lich ungiinstiger als bei Verwendung von Wattepfropfen. 


Aus diesem Grunde hat Knéu (1947) seine Glaskappe fiir diesen Teck derart 
umgestaltet, da nur die Seitenwand der Kappe aus Glas aufgebaut ist, wahrend 
der Kopfboden aus einer entsprechend dicken Watte- oder Zellstofflage besteht. 
Diese abgednderte Glaskappe hat Knoiu als Wattekappe bezeichnet. Dieselbe 
gestattet eine wesentlich bessere Luftversorgung als der gewohnliche Wattepfropf, 
weist jedoch den Nachteil auf, da8 bei ihrer Verwendung bei Schiittelkulturen 
— yor allem am Kreisschwingschiittler — eine besondere Kappenklemme ndotig 
ist, da sonst eine Zertriimmerung des Glasteils der Kappe eintreten wiirde. 
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2. Der Wattehauben-Verschlup. 


Verfasser verwendet seit geraumer Zeit bei Kulturversuchen am Kreis- 
schwingschiittler eine Haube, die nur aus Watte besteht, also keine zer- 
brechlichen Teile aufweist; vgl. hierzu Abb. 1. Es wird eine Wattelage, 
die zwecks mechanischer Festigung und Herabminderung der Entflamm- 
barkeit beiderseits von Verbandmull umgeben ist, tiber die Offnung 
des mit einem Bérdelrand versehenen weithalsigen KulturgefaBes gelegt 


Abb. 1. ERLENMEYER-Kulturkolben mit WattehaubenverschluB. Im Hintergrund: Fertig mon- 

tierte 200 ml-Kolben; links Wirag-Weithals-, rechts Jenaer-Kolben. Im Mittelgrund: Watte- 

Mull-Lagen; links: zusammengeheftet; rechts: obere Mullscheibe gehoben, so daB die Wattelage 
sichtbar ist. Im Vordergrund: Gummiring, elastischer Streifen und Verbandklammer. 


und mittels eines kraftigen Gummiringes an den Hals desselben an- 
gepreBt. Um eine Verschiebung und Zerrung der Watte zwischen den 
Mullscheiben hintanzuhalten, werden die letzteren mit der Wattelage 
durch einige Stiche mittels Zwirns zusammengeheftet und zwar méglichst 
so weit gegen den Rand zu, daB die Heftung nicht mehr iiber der Offnung 
des Kolbens, sondern am Hals desselben zu liegen kommt. Diese im 
Interesse der Keimsicherheit der Haube geiibte Vorsicht hat sich freilich 
in der Praxis als nicht unbedingt nétig erwiesen. 


Wattelage und Mullstiicke werden kreisrund geschnitten und zwar 
weisen die letzteren einen etwas gréBeren Durchmesser als die erstere 
auf und sind am Rand eingesiiumt, um ein Ausfransen zu vermeiden. 
Das Abstehen der Mullriinder von der GefaiBwand kann durch einen etwa 
3,5 cm breiten Streifen einer elastischen Binde, die durch eine Ver- 
bandklammer fixiert wird, vermieden werden. Diese MaBnahme ist 
vor allem dann noétig, wenn man die GefaBe am Kreisschwingschiittler 
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mittels einer Sperrholzplatte befestigt, die entsprechend runde Offnun- 
_ gen aufweist, welche iiber die Halse der verwendeten ERLENMEYER- 
Kolben gesenkt und gegen den konischen Teil derselben gepreBt wird. 
Beim Herausheben der Sperrholzplatte iiber die Wattehauben wiirden 
deren abstehende Rander ein Hindernis bilden, was durch die elastischen 
Streifen vermieden wird, die ein flaches Anliegen der Rander an der Ge- 
faBSwand bewirken. Mull aus Baumwolle ist solchem aus Zellwolle iiber- 
legen; noch giinstiger wire freilich ein lockeres Gewebe aus Leinen- oder 
Hanffaser. 

_ Was die Dicke der Wattelage anlangt, hat sich eine soleche von 2mm 
— zwischen zwei Glasplatten ohne besonders ausgeiibten Druck ge- 
messen — als gentigend erwiesen, um Sterilitat zu verbiirgen. Anderer- 
seits bewirkt eine Verdoppelung der Lage auf 4mm keine wesentliche 
Verschlechterung des Luftaustausches. An Stelle der Watte kann auch 
Zellstoff Verwendung finden. 


3. Das Arbeiten mit KulturgefiBen, die Wattehauben-Verschliisse tragen. 


Zur Keimfreimachung der mit Wattehauben verschlossenen KulturgefaBe werden 
die mit dem in Betracht kommenden Nahrmedium gefiillten und fertig justierten 
Kolben im Dampftopf oder Autoklav sterilisiert. Man kann aber auch die Ent- 
keimung der leeren mit Wattehaube versehenen GefaBe oder der Wattehauben fiir 
sich gesondert im HeifSluftsterilisator vornehmen (natiirlich ohne Gummiring), 
jedoch tritt dann eine leichte Gelbfarbung sowie eine Schadigung des Mulls ein, so 
daB die bei Dampfsterilisierung ohne weiteres mégliche wiederholte Verwendung 
der Hauben eingeschrankt erscheint. 

Die Beimpfung eines mit Wattehaube verschlossenen Kolbens oder die Entnahme 
von Impfmaterial oder Garsubstrat aus einem solchen kann mittels Ose baw. Pi- 
_ pette erfolgen. Auf jeden Fall wird zunachst die Wattehaube mit der Flamme des 

Bunsenbrenners abgeleckt, wobei anhaftende Staubteilchen verglimmen, dann ent- 
fernt man die Klammer samt elastischer Binde und stiilpt den Gummiring tiber die 
Boérdelung des Kolbenhalses, worauf die Kappe nur soweit gehoben wird, als es fiir 
das Kinfiihren einer Impfése oder einer Pipette nétig ist. Es mu als ein wesentlicher 
Vorteil des Wattehauben-Verschlusses betrachtet werden, daB sich alle mikrobiolo- 
gischen Operationen unter dem Schutze der einseitig gehobenen Haube abspielen, 
wodurch gegeniiber der vollstindigen Freilegung der Offnung des KulturgefaBes 
beim Verschlu8 durch Wattepfropfen oder starre Kappen eine erhéhte Infektions- 
sicherheit gewahrleistet ist. SchlieBlich wird der Gummiring wieder um die Bérde- 
lung des Kolbens gestiilpt und die Binde umgelegt. 

Will man mit Nahrbéden gefiillte KulturgefaBe, die Wattehauben-Verschliisse 
tragen, langere Zeit aufbewahren, ohne eine stirkere Verdunstung befiirchten zu 
miissen, so legt man iiber die auBere Mullschicht eine Metallfolie oder ein Stiick 
Pergaminpapier, Zellophan oder Guttapercha oder zieht eine Gummihaube dariiber, 
worauf der Gummiring aufgesetzt wird. 


4. Die Stirke der Wasserverdunstung durch die Wattehaube. 


Ahnlich wie dies Knoiu (1947) bei seinem Wattekappen-VerschluB 
ausgefiihrt hat, benutzte auch Verfasser die Starke der Wasserverdun- 
stung als Mafstab fiir die Luftversorgung innerhalb der mit Wattehauben 
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verschlossenen GefiBe. In ERLENMEYER-Kolben zu 200 ml Inhalt aus 
Jenaer Gerateglas 20 (minimale lichte Halsweite 27 mm) und solche aus 
Wirag-Gerateglas! (mit 37 mm geringstem lichten Halsdurchmesser) wur- 
den je 30 ml dest. Wasser eingebracht und dieselben dann am Kreis- 
schwingschiittler bei 30 + 1°C durch 96 Std geschiittelt. Es ergaben 
sich die folgenden Durchschnittswerte fiir je 2 gleichartige Kolben: 


Tabelle 1. 
offen mit Wattehaube mit Wattepfropf 
Gewichtsabnahme 
ing | in % ing | in % ing | in % 
Wirag-Kolben . 30 100 8,80 29,3 3,18 10,6 
Jenaer Kolben. 9,77 32,55 2,02 8,4 1,70 5,7 
(100) (26,1) (17,5) 


Die Klammerwerte geben die Verdunstungsprozente in den Jenaer 
Kolben an, bezogen auf die Verdunstung im offenen Kolben, die daher 
mit 100% eingesetzt ist. 

Es betrug demnach die Verdunstung in den Wirag-Kolben mit Watte- 
haube das nahezu 3fache und bei den enghalsigeren Jenaer Kolben das 
rund 11%fache der bei Verschlu8 mit Wattepfropfen erhaltenen Werte. 


5. Der Materialaufwand. 


Da fiir eine Lage von bloB 2 mm Dicke eine relativ geringe Menge Watte gegen- 
iiber einem normalen Pfropf benétigt wird, lassen sich wesentliche Wattemengen 
einsparen. 


Es wurden fiir die benutzten ERLENMEYER-Kolben an Watte bendtigt: 


Tabelle 2. 
an oe a lle te ll a es a de el 


Wirag-Weithals-Kolben Jenaer Kolben 
SE ee 
a) normaler Pfropfen ...... l4¢g 9g 
b) Wattelage (2mm) ...... 2,1 ¢g 1,8¢ 
c) komplette Haube. ...... 2,1 g Watte 33 1,8 g Watte 

+ 1,2 g Mull 8! 108¢Mull 76 


Demnach betragt der Watteaufwand fiir die Haube beim Wirag-Kolben bloB 1/, 
und beim Jenaer Kolben rund !/, der fiir die Herstellung der gewohnlichen Pfropfen 
bendtigten Menge; bei Hinzurechnung des Mulls belaufen sich die Werte auf rund 
1/, baw. '/5.5. Die anderen Bestandteile, wie Gummiring, elastische Binde und 
Klammer unterliegen nur einer geringfiigigen Abnutzung; die Bindestreifen kénnen 
zeitweilig durch Waschen in Seifenlésung gereinigt werden. 


1 Wiener Radiowerke Akt,-Ges., Glashiitte, Wien ITI, Rennweg 95a. 
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Zusammenfassung. 


Es wird eine Wattehaube zum VerschluB von KulturgefaiBen beschrie- 
ben, die leicht anzufertigen ist, sich durch Skonomischen Materialver- 
brauch, infektionssicheres Arbeiten sowie giinstige Luftdurchgangs- 
verhaltnisse auszeichnet und vor allem fiir die Ziichtung streng aerober 
Mikroorganismen in submerser Schiittelkultur geeignet ist; so hat sich 
dieselbe zur Kultur von Schimmelpilzen, Streptomyces- und Acetobacter- 
Arten am Kreisschwingschiittler bestens bewihrt. 
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(From the Cytogenetics Laboratory, Indian Institute of Science, Bangalore.) 


Somatic chromosomal reduction in yeast. 


By 
L. S. PRAHLADA RAO, M. Sc., and M. K. SUBRAMANIAM, M. A., D. Sc. 


With 4 figures in the text. 
(Hingegangen am 25. Januar 1952.) 


In a few previous contributions (SUBRAMANIAM, 1946; 1947; 1948a; 
1948 b; PRanHLADA Rao and SUBRAMANIAM, 1952), evidences were adduced 
to show that our control strain of yeast during active aerobic prolifera- 
tion has only two chromosomes. But the cells of the same strain exhibit 
endopolyploidy under anaerobic fermentative conditions or when grown 
on agar slants. Photomicrographs (PRAHLADA Rao and SUBRAMANIAM, 
1952) illustrating the ascending grade of complexity of the cytological 
picture were presented from smears stained by the Feulgen technique. 
Our description of endopolyploidy in yeasts conforms in procedure to 
that followed by students of cytology in describing similar phenomena 
in higher animals. 

Endopolyploid cells could be stimulated to divide and when they do 
so they show irregular segregation of the chromosome complement, 
micro-nuclei formation, amitosis-like phenomena and often pycnosis 
(SUBRAMANIAM, 1948b). Because under normal aerobic conditions the 
cells show only two chromosomes, the higher numbers found in endo- 
polyploid cells should lead one to presume that they are non-viable. In 
a five-day old fermenting culture, where most of the cells are endo- 
polyploid, tests for viability should indicate only a very small percentage 
of cells retaining their normal diploid complement of two chromosomes. 
It is relevant in this connection to remember the remark of EULER et al. 
(1929): ,,Auch bei einer so hoch aktiven Trockenhefe, wie die hier ver- 
wendete, ist also mehr als 99,98°%, der gesamten Girleistung die Wir- 
kung der nicht fortpflanzungsfihigen Zellen‘ (p. 243). 


Observations. 
(1) Somatic reduction in cells from fermenting liquid cultures. 

In a five-day old fermenting culture stimulated to divide by the 
addition of fresh wort, SUBRAMANIAM (1948b, p. 329 & figs. 22 and 23) 
found in addition to the small percentage of diploid cells showing normal 
mitosis, an abnormal type of segregation by which an endopolyploid cell 
gave rise to a bud having the normal complement of two chromosomes 
(fig. 1). The unpredictable nature of the distribution of the chromosome 
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complement in highly endopolyploid cells renders it impossible to offer 
_ critical proof by the selective isolation of such buds. But a description 
of the phenomenon is possible. In photo. 1b is shown a cell with a bud. 
The bud has two Feulgen-positive bodies which ought to be identified 
as the chromosomes. In the mother cell there is a stained nucleus with 
a pair of chromosomes lying free at one end of the cell (A, in fig. la& 1b). 
Tf one ignores the reconstituted nucleus in the mother cell, the disposition 
of the pair of chromosomes is suggestive of late anaphase as illustrated 


-Fig.1la andi1b. Five-day old fermenting culture stimulated to divide by the addition of fresh 
wort. The mother cell shows a reconstituted nucleus with a pair of chromosomes lying separated 
from it (A). The bud has two chromosomes. Osmic-Feulgen. x Ca. 4100. 


by DuraIswamMI and SUBRAMANIAM (1951). But the reconstituted nucleus 
together with the fact that the material is from a five-day old fermenting 
culture stimulated to divide, renders necessary the belief that an endo- 
polyploid cell having given rise to a bud with a diploid complement of 
two chromosomes, may yet produce another similar cell by the migration 
of the pair of chromosomes lying separated from the reconstituted 
nucleus in the mother cell (A, in fig. la & 1b). This phenomenon was not 
elaborately dealt with at that time for the simple reason that the question 
of the identity of chromosomes in yeasts was itself being debated. There 
was a much more important reason. When the occurrence of endo- 
polyploidy in yeasts was being reported for the first time, a description 
and discussion of the phenomena of somatic reduction would have 
confused a proper appreciation of the problem. 

PRAHLADA Rao and SuBRAMANTIAM (1952) presented evidence that 
cells from 24-hour agar slants are endopolyploid. Material streaked on 
agar slants are apparently growing under aerobic conditions. But their 
cytological behaviour is indistinguishable from that of actively ferment- 
ing cells in liquid media. 
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(2) Somatic reduction in cells growing on agar slants. 


The same phenomenon of somatic reduction occurs in the endopolyploid | 
cells from 24-hour agar slant cultures. In fact the pictures are identical. 
In fig. 2, the bud shows two chromosomes while the complement in the: 


Fig. 2a and 2b, Smear from a 24-hour old agar slant culture. The mother cell shows scattered 
chromatin masses while the bud has two chromosomes. Osmic-Feulgen. x Ca. 6500. 
Fig. 3a and 3b. Smear from 24-hour old agar slant culture. The mother cell shows two chromatin 
masses disposed in a ring while the bud has two chromosomes fusing prior to a return to the resting 
condition. Osmic-Feulgen. x Ca. 6500, 


Fig. 4a and 4b. Smear from 24-hour old agar slant culture. The mother cell exhibits a high stage 
of endopolyploidy with the bodies lying scattered. The bud has two clearly differentiated chromo- 
somes, Osmic-Feulgen. x Ca, 7000, 
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mother cell occurs in two groups. The two chromosomes in the bud in 
_fig.3, are fusing prior to a reversion to the resting condition, while 
there are two Feulgen-positive masses in the mother cell. That this 
phenomenon occurs also at higher stages of endopolyploidy would be 
evident from fig. 4. The Feulgen-positive masses in the mother cell are 
complex in their configuration while the bud has only two chromosomes. 
These four microphotographs offer aA proof for the reality of the 
phenomenon. 


Discussion. 


During particular physiological conditions, the yeast nucleus becomes 
a complex structure. The assumption of this complexity could be followed 
up step by step in material smeared directly from an agar slant culture. 
The earlier demonstration of endopolyploidy in yeasts (SUBRAMANIAM, 
1948b) was by an altogether different method of approach. Five-day 
old fermenting cultures were stimulated to divide by replacement of the 
spent medium with fresh wort. Investigations on fermenting cultures 
and samples from agar slants show concordant results. The majority of 
the cells are endopolyploid. Because of their highly complex nature, 
endopolyploid nuclei do not show normal segregation of chromosomes 
into equal complements. The chromosomes in fact lie scattered in the 
cytoplasm or are segregated into unequal complements. During recon- 
stitution, they may often form one or more nuclei. Just as in highly 
polyploid cells, mitotic aberrations are the rule rather than the exception. 
When the chromosome complement has been duplicated several times, 
stimulation of such resting nuclei results in their appearing scattered 
in the cytoplasm. WINGE (1951b) objects to the identification of these 
bodies as chromosomes because they lie scattered in the cytoplasm. 


Reasons were adduced by PranLtapAa Rao and SUBRAMANIAM (1952) 
as to why the phenomena observed in fermenting liquid as well as agar 
slant cultures have to be evaluated on the basis of observations of normal 
mitosis in aerobic actively proliferating cultures. If we apply the defi- 
nition that the ‘nucleus is a cell body which arises or reproduces by 
mitosis” (DARLINGTON, 1937, p. 51), then the endopolyploid nuclei in the 
diverse tissues of the adult Drosophila, cannot be identified as nuclei 
at all. In an adult insect, there is very little cell proliferation. The 
salivary chromosomes of Drosophila are therefore identified as such by 
deductive reasoning even though the actively secreting cell is incapable 
of normal mitotic division. But no one has disputed such an identification 
for the simple reason that the progressive transformation of an indifferent 
embryonic cell into a differentiated salivary cell has been mapped out. 
It is this identical method of deductive reasoning that we have employed 


in our description of endopolyploidy in yeasts. Unlike Winax (1935) who 
Ls 
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identified a Feulgen-positive body as the nucleus without demonstration | 
of a single normal mitosis, we showed normal mitosis during the aerobic : 
phase, offering evidence that the chromosomes are Feulgen-positive, and 
then traced the ascending grade of endopolyploidy with the help of 
Feulgen preparations. 

It is such endopolyploid cells which give rise to buds having two | 
chromosomes (figs. 1—4). This phenomenon is certainly a case of somatic | 
reduction in chromosome number but it is not comparable to the somatic | 
reduction divisions reported in Culex (GRELL, 1946) and some higher | 
plants (Huskrys, 1947; 1948; Wixson et al, 1951). On the other hand, 
it cannot be classified as poly-mitosis either, because the bud gets a 
regular complement of two chromosomes. The rational explanation 
appears to be that this is a mechanism by which the yeast strain survives 
in an unfavourable environment even if the small percentage of normal 
cells die out leaving a population composed purely of endopolyploid 
cells of varying complexity. 

Giving a wrong twist to our published observations, WINGE (1951a) 
remarks that we have approved of Kruis and Satava’s view that “the 
reduction divisions may occur through a self digestion of a portion of 
the chromosome complement, assumedly by resorption of all or one of 
the chromosomes present in a cell” (p. 97). The photographs presented 
in this paper show an abnormal segregation of the chromosome comple- 
ment. The mother cells having one or more nuclei show pycnosis and 
eventual death. A perusal of Wurrr’s book on Animal Cytology and 
Evolution (1945) would show that in Sciara coprophila, the “‘limited”’ 
chromosomes are selectively eliminated during the early cleavage divi- 
sions. In the first meiotic division in the male line, some of the chromo- 
somes are expelled from the cell and they degenerate. Genetical evidence 
indicated that it is the paternal chromosomes that are got rid of (WHITE, 
1945, p. 205). In Seiara, the unipolar spindle is responsible for the 
- movement of those chromosomes which are later incorporated in a 
functional sperm. During the second meiotic division, a bipolar spindle 
is formed but the segregation is unequal and as in the first division, one 
of the products of this division also degenerates. Therefore somatic 
reduction of chromosome number or selective elimination of a single or 
a group of chromosomes cannot be so “‘peculiar’’ as suggested by WINGE 
(195la). When nuclear phenomena in yeasts resemble those reported in 
other organisms, we have to presume that they are as real in yeasts as 
in higher organisms. 

Wrnce and Roserts (1950) complain that “the hypotheses of the 
LINDEGREN school have brought a deplorable state of confusion into 
yeast genetics’’ (p. 40). The confusion is not so much due to the hypo- 
theses but due to the neglect of cytology by the yeast geneticists 
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(SUBRAMANIAM, 1950a, b,c; 1951). If they had worked on strains of known 
chromosomal constitution, the confusion which characterises modern 
work on yeast genetics could have been avoided. When results capable 
of being explained on the polyploidy hypothesis are evaluated as occur- 
ring in diploids (WrNGE and Rogers, 1950, p. 73—79), then confusion 
is unavoidable. 


Summary. 

An abnormal type of segregation by which endopolyploid cells give 
rise to buds having the normal diploid complement of two chromosomes, 
is described in five-day old fermenting liquid cultures. 

Microphotographs are presented to show that the above phenomenon 
is not confined to liquid cultures alone but occurs also in endopolyploid 
cells from agar slants. 

It is suggested that the mode of segregation described above is a type 
of somatic reduction in chromosome number by which the yeast strain 
can survive in an unfavourable environment wherein the population 
consists predominantly of endopolyploid cells of varying complexity. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen.) 


Die Energieausniitzung durch Mikroorganismen in 
quantitativer Hinsicht? *. 


Von 
A. RIPPEL-BALDES. 


(Eingegangen am 29. Januar 1952.) 


Es soll hier die Frage nach der Héhe der Energieausnitzung bei 
Heterotrophen (aeroben und anaeroben) sowie bei chemo-autotrophen 
Mikroorganismen erértert werden und zwar in bezug auf die gebildete 
Korpermasse. Gerade den Heterotrophen hat man in neuerer Zeit wenig 
Beachtung mehr geschenkt. Z. B. werden in dem Buch von STEPHENSON 
die Autotrophen energetisch sehr ausfiihrlich behandelt, die Hetero- 
trophen in dieser Hinsicht tiberhaupt nicht beriicksichtigt. Der Grund 
fiir diese Vernachlassigung ist vielleicht darin zu suchen, da man die 
Uberzeugung gewann, auf diesem Wege nicht viel weiter zu kommen, 
eine Meinung, die, wie sich zeigen wird, nicht ganz berechtigt ware. So 
treten in neuerer Zeit Untersuchungen iiber die Energetik der einzelnen 
Stufenreaktionen und der Energieiibertragung in den Vordergrund. Es 
handelt sich bei der vorliegenden Erérterung jedoch um die spezifisch 
biologische Fragestellung, in welcher Hoéhe der Gesamtorganismus 
die Energie verwertet. Daf energetische Fragen tiberhaupt auch von 
vergleichend biologischem Interesse sein kénnen, wurde kiirzlich von 
dem Verf. (RippEL-BaLpEs, 1948) gezeigt. Daneben besitzen die hier 
behandelten Gebiete selbstverstiindlich auch Bedeutung in technisch- 
6konomischer Hinsicht. 

Grundsitzlich wird die Verbrennungswirme, berechnet nach der Bil- 
dungswarme (Werte am SchluB der Arbeit), zugrunde gelegt, wie es in 
der Natur der Fragestellung liegt. Auf die Beriicksichtigung der freien 
Energie wird spater gelegentlich hinzuweisen sein. 


Verbrennungswert und Eignung als Kohlenstoffquelle 
bei heterotroph aeroben Mikroorganismen. 


Die Entwicklung unserer Kenntnis von der Energieausniitzung sei kurz skizziert: 
Prerrer hatte den Begriff des bkonomischen Koeffizienten aufgestel!t, der 
in etwas abgednderter Form bedeutet: g trockene Mikroorganismenmasse auf 100 g 


* Nach einem Vortrag, gehalten am 13. September 1951 in Miinster/Westf. vor 
der naturwissenschaftlichen Sektion der Deutschen Gesellschaft fiir Hygiene und 
Mikrobiologie unter dem Titel ,,Mikrobiologisch-energetische Betrachtungen‘. In 
dem Vortrag waren einige Einzelheiten der vorliegenden Darstellung weggelassen. 

* Hans Firrina zum 75. Geburtstage gewidmet. 
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verarbeitete Kohlenstoffquelle. Wegen der verschiedenartigen energetischen Wertig- 
keit der Kohlenstoffverbindungen fiihrte RuBNER den Koeffizienten Verbrennungs- 
warme der gebildeten Mikroorganismenmasse / Verbrennungswarme der verbrauch- 
ten Kohlenstoffquelle ein, wie spaitere Autoren formulierten. Diese gewohnlich an- 
zutreffende Definition ist aber unvollstandig bzw. trifft den Kern des RuBNER- 
Koeffizienten nicht, da der kalorische Restwert der Nahrlésung bestimmt 
wird. Es muB also genauer heiSen: Verbrennungswirme der gebildeten Mikro- 
organismenmasse / Energieabfall der Kohlenstoffquelle. Dieser RusnER-K oe ffi- 
zient soll im Folgenden auch als wahrer Nutzwert bezeichnet werden. Hier ist 
also die Entstehung von unvollkommenen Verbrennungsprodukten belanglos, d. h. 
entsprechend erfaBt. 

Mit Riicksicht auf den zum Aufbau der Mikroorganismenmasse verwendeten 
Teil der Kohlenstoffquelle (im Gegensatz zu dem zur Erhaltung notwendigen) defi- 
nierten TERROINE und WuRMSER (weiter entwickelt besonders durch Tamtya, 
1933): Verbrennungswarme der gebildeten Mikroorganismenmasse / Energieauf- 
wand zum Aufbau. In der historisch wiedergegebenen Reihenfolge der drei Koeffi- 
zienten ergeben sich natiirlich steigende Werte. Fiir die vorliegenden Betrachtungen 
ist es wichtig, dai die Aufbauatmung mit zunehmendem Alter des Organismus 
immer kleiner wird, bis sie schlieBlich auf 0 sinkt, wahrend umgekehrt die Er- 
haltungsatmung schlieBlich bis zu 100% ansteigt; entsprechend verhalt sich dann 
selbstverstandlich der Gkonomische Koeffizient. 


In Tab. 1 seien zunichst einige RuBNER-Koeffizienten mitgeteilt, die 
also durch calorimetrische Bestimmung der Mikroorganismentrocken- 
masse, der Ausgangs- und der Restnahrl6sung gewonnen wurden. Sie 
bewegen sich demnach bei Aspergillus niger, mit welchem Pilz man fast 
ausschlieBlich solehe Untersuchungen durchfiihrte, zwischen 50 und 60. 


Tabelle 1. Rusner-Koeffizienten bei Aspergillus niger und Bakterien. 


Aspergillus niger nach 


MOLLIARD 55,2 

TERROINE und WuURMSER: _—59,9 

ALGERA 60,4 (Gkonomischer Koeffizient 50,2) 
RrrereEt und BEHR 51,9 (bei Kaliummangel 37,1) 


(Mittel aus 4) 
Verschiedene Bakterien nach 
RUBNER 11,6 (Bact. typhi) bis 30,8 (Bact. colt) 


Wie man sieht, ist der Wert bei Mangelerscheinungen (Kaliummangel) 
wesentlich niedriger. Die Werte sind auch fiir die angeftthrten Bakterien 
niedriger ; doch diirften diese Zahlen aus methodischen Griinden zu gering 
ausgefallen sein!. Das Maximum des 6konomischen Koeffizienten, wie es 
bei Hefe im Liiftungsverfahren gefunden wurde, diirfte bei etwa 52 


1 RusNerR adsorbierte Bakterien an Eisenhydroxyd-Niederschlag; Kontrolle in 
ungeimpfter Nahrlésung. Wenn in dieser, was anzunehmen ist, mehr adsorbierbare 
Stoffe vorhanden sind als in der von den Bakterien bewachsenen (natiirlich ab- 
gesehen von den Bakterien selbst). so mussen die Werte der Kontrollen zu hoch 
ausfallen, zumal bei den auBerst geringen Mengen an Bakterienmasse selbst kleinste 
Unterschiede einen erheblichen Ausschlag geben miissen. 
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liegen (Fink). Da hier keine unvollkommenen Oxydationsprodukte gebil- 
det werden, entspricht dieser Wert auch dem durch den Energieabfall 
festzustellenden. Bei einem Verbrennungswert von 4,8 keal je 1 g Pilz- 
masse, von 4,5 keal bei Hefe (s. unten S. 174) wiirde das einem wahren 
Nutzwert von 62 entsprechen. Er nahert sich also dem Wert, den 
Tamrya mit 85% Energieausniitzung des Aufbaus bei jungem Pilzmycel 
(Aspergillus melleus; Messung nach dem Gasstoffwechsel; bildet nur 
CO, als Oxydationsprodukt) angibt. 

Man driickt die Tatsache solch hoher Koeffizienten, wie sie im Liftungs- 
verfahren erzielt werden, im allgemeinen so aus, daf die gute Sauerstoff- 
versorgung energiesparend wirkt, also mehr organische Substanz zum 
Aufbau iibrig 1aBt. Vielleicht ist es aber richtiger, folgendermaBen zu 
sagen: Die Forcierung des Aufbaustoffwechsels (Schnelligkeit) la8t den 
Erhaltungsstoffwechsel verhaltnisma8ig stark zuriicktreten. Wir wer- 
den spiter den wahrscheinlich umgekehrten Fall bei den chemo-Auto- 
trophen kennenlernen. 


Der 6konomische Koeffizient erfuhr eine Erginzung durch den Fett- und 
Eiwei8-Koeffizienten (RrpreL, Rrppet und NaBet): g Fett bzw. Eiweif je 
100 g verbrauchte Kohlenstoffquelle, die natiirlich ebenfalls auf deren verschiedenen 
Energiewert bezogen werden kénnen und eine gewisse Analyse der gebildeten Zell- 
bestandteile erlauben. Bei vollkommener Veratmung zu Kohlensiure und Wasser 
beinhalten sie den RuBNER-Koeffizienten. Die Maximalwerte dieser drei Koeffi- 
zienten betragen fiir den Fall der Gluccse und deren vollkommener Veratmung zu 
Kohlensaure und Wasser in der Reihenfolge 6konom., Fett-, HiweiB-Koeff. etwa 50, 
15 und 25 (wenn man von besonderen Extremwerten absieht); sie kénnen jeweils 
noch etwas dariiber liegen!. Es ist ohne weiteres einleuchtend, daf sie in dieser 
Hohe zusammen nicht verwirklicht sein kénnen, da man dann, einschlieBlich 20% 
der C- Quelle fiir Zellwandbestandteile usw., zu einer kalorischen Ausniitzung von 
100 kame, was nicht méglich ist. Tatsichlich ist ja nachgewiesen worden, daf 
Fett- und Kiweifbildung in vikariierendem Verhiltnis zueinander stehen. 

Nun ist eine alte Frage die, ob der Verbrennungswert der Kohlenstoff- 
quelle ein MaB fiir den Nutzwert sein kann, was wohl von den weitaus 
meisten Autoren bestritten wird und schon von PrErrsEr vollig abgelehnt 
wurde. Es wird sich zeigen, daB diese Frage generell gar nicht zu ent- 
scheiden ist und infolge der Diirftigkeit des Versuchsmaterials meist eine 
unrichtige bzw. unvollkommene Deutung erfahren hat. Tab. 2 gibt ein 
Beispiel, das fiir die Stickstoffbindung von Azotobacter chroococcum zeigt, 
daB deren Hohe nicht dem Verbrennungswert der Kohlenstoffquelle ent- 
spricht. Denn sie ist zwar bei Mannit héher als bei Glucose, aber in weit- 
aus héherem Mafe als dem Verbrennungswert entspricht; und bei Benzoe- 
siure tritt im Vergleich zu Glucose der héhere Verbrennungswert iiber- 
haupt nicht hervor. Man mu8 hier wohl annehmen, da8 die Kignung 
der C-Quelle als Wasserstoffspender fiir die Stickstoffreduktion ent- 
scheidend ist. 


1 Fiir den Fett-Koeff, vgl. SCHULZE. 
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Tabelle 2. N,-Bindung und Energiewert der C-Quelle bei Azotobacter chroococcum. 
(Versuche von W. Fiscuer.) 


aa ee EE A NOIDA Te RAG LL 


Kohlenstoffquelle 
Glucose | Mannit Benzoesiure 
mg N/100 g verbrauchte C- Quelle gebunden 13 | 18 13 
Se Seer ae rn 100 139 100 
Verbrennungswarme, Glucose = 100. . . . 100 107 169 


Ks trifft jedoch nicht zu, wenn z. B. FostEr (8. 158) in Ubereinstim- 
mung mit zahlreichen fritheren Autoren sagt, es sei eine allgemein giiltige 
Erscheinung, daB der Nutzwert um so geringer sei, je geringer die Zahl 
der C-Atome im Molekiil der jeweiligen C- Quelle ist. Diese Meinung kam 
offenbar daher, daB man im wesentlichen nur Glucose und Athylalkohol 
einander gegeniiberstellte und weiter auch eine zu enge Auswahl von 
Mikroorganismen beriicksichtigte. Sie kann, um die Sachlage ganz grob 
auszudriicken, schon deshalb nicht zutreffen, weil es Mikroorganismen 
gibt, die Glucose iiberhaupt nicht, Essigsiure aber gut verwerten. 

Tab. 3 zeigt ein von ANDERSON (einem der wenigen Autoren, die fiir 
die Kignung des Verbrennungswertes eintreten) mitgeteiltes Beispiel, das 
schlagend beweist, daB in diesem Falle die Mycelbildung dem Verbren- 
nungswert der C- Quelle parallel geht. 


Tabelle 3. Ausniitzung einiger C-Quellen durch Aspergillus niger. 


C- Quelle ete acts ert Mycelgewicht 
Weinsaéure. ... ; 46,7 55,8 
Citronensaure. . . 66,1 86,0 
Glucoses sy tjeeeee 100 100 
(Gdavceiatiy as cree 115,2 171,0 
OlivenGle. ees. uc 249,0 291,5 


Organismen, die Essigsaiure gut, Glucose jedoch nicht verarbeiten, sind 
die farblosen Flagellaten, fiir die Tab. 4 einige Zahlen nach REINHARDT 
zeigt. In ihr sind die Maximalwerte aufgefiihrt, die fiir die angegebenen 
Stoffe bei Untersuchung zahlreicher Arten ermittelt wurden. Die erste 
Zahlenspalte zeigt den normalen dkonom. Koeff., die zweite den Wert, 
der sich ergibt, wenn man diese Zahl in % des Energiewertes der be- 
treffenden Verbindung, bezogen auf Glucose, ausdriickt. Der in eckige 
Klammern gesetzte Wert fiir Glucose ist aus dem Maximalwert fir Kssig- 
sadure berechnet, da ja diese Organismen Glucose nicht verarbeiten. Bei 
Essigsiure (Polytoma ocellatum) wird augenscheinlich fast der volle 
, Zuckerwert‘ erreicht; denn unter Beriicksichtigung des Verbrennungs- 
wertes der Mikroorganismenmasse wiirde die Zahl 48,0 um etwa 20% 
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hdher liegen, also ein wahrer Nutzwert von fast 60 erreicht sein. Fiir 
Athylalkohol (Polytomella caeca) liegt der Maximalwert des 6konom. 
Koeff. ebenso hoch wie fiir Zucker (bei diesem angenommene Zahl!); 
gemessen am Verbrennungswert ist er aber zweifellos unterlegen, da im 
Vergleich zur Glucose nur 53,7°% im Baustoffwechsel ausgenutzt wurden. 


Tabelle 4. Okonom. Koeff. bei farblosen Flagellaten fiir einige Kohlenstoffquellen. 


Ausniitzung nach dem 
Okonom. Koeff. Energiewert (auf 
Glucose bezogen) in % 
Glucosewert, calorisch nach Essigsaure- 

wert 48,0- [51,8}** 100 
Maximalwert fiir Kssigsaéure 

(Polytoma ocellatum) 48,0** 100 
Maximalwert fiir Athylalkohol 

(Polytomella caeca) 52,8** 53,7 
Maxima!wert fiir Dioxyaceton* 

(Polytomella agilis) 3252 62,3 
Essigsaure bei Polytomella caeca 19,2 40,0 
Essigséure bei Polytomella agilis 19,2 40,0 
Athylalkohol bei Polytoma ocellatum 41,6 42,4 


* Weniger Arten gepriift als bei den tibrigen C- Quellen. 


** Der Glucosewert ist aus der Essigsiurezahl 48,0 in calorischem Verhiltnis be- 
rechnet; daher muB die Ausniitzung beider = 100 gesetzt sein. Fiir Athylalkohol 
gestaltet sich die Berechnung folgendermaBen: 51,8 x 1,9 (calorisches Verhaltnis 
Athylalkohol zu Zucker je Gewichtseinheit) = 98,4. Davon ist der gefundene Wert 
52,8 = den in der rechten Spalte angegebenen 53,7%. 


Allerdings miiBte diese Zahl sich noch um etwa 25°, erhdhen, da in den 
Versuchen von REINHARDT je Einheit der Nahrlésung gleiche Mengen © 
gegeben wurden!. Wenn also auch der Athylalkohol der Glucose gegen- 
iiber unterlegen ist, so ist er immerhin noch sehr hochwertig, wenn man 
mit den Ergebnissen anderer Autoren vergleicht, in denen schon der 
dkonom. Koeff. weit unter dem des Zuckers liegt. 


: 


Nicht alle farblosen Flagellaten verhalten sich in der geschilderten Weise. Wie 
die weiteren Zahlen der Tab. 4 zeigen, liegt fiir Polytomella caeca, mit dem hohen 
Alkoholwert, der Essigsiurewert sehr tief. Dioxyaceton (Polytomella agilis) und 
noch mehr (der in der Tabelle nicht aufgenommene) Glycerinaldehyd sind im 
maximalen Nutzwert der Essigsiure merklich unterlegen, und Glucose wird, wie 
schon erwahnt, iiberhaupt nicht verarbeitet. Dioxyaceton ist aber fiir Polytomella 
agilis besser geeignet als Essigsiure. Man kann offenbar aus solchen Zahlen zunachst 


alles herauslesen, je nachdem, wie man gerade an einen entsprechenden Aus- 
schnitt gerit. 


Fir Essigsiiure mit gleichem relativen C-Gehalt wie die Glucose kame diese 
Korrektur nicht in Frage. 
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Tab. 5 gibt weiterhin einige Zahlen von Bakterien (nach RIPPEL u. 
-Mitarb.) und Proactinomyceten (nach MULLER), die zeigen, da auch bei 
diesen der 6konom. Koeff. so hoch sein kann wie bei Pilzen, damit auch 
der wahre Nutzwert. Denn der hier erreichte Eiwei8-Koeffizient von 
32,8 fiir Glucose + Ammonphosphat und Bacillus glycinophilus wiirde 
bei einem Hiweifgehalt von 2/, der Trockenmasse! einem dkonom. Koeff. 


Tabelle 5. Hiweif-Koeffizient fiir einige C-Quellen bei Bacillus glycinophilus. 


C- Quelle Eiwei8- Kalorischer Wert der 

Koeffizient C- Quelle, auf Glucose bezogen 

Bee COSE: So whek Save suwiadhihe  hiiace arate igee sf a 22,8 

CURSES TICS a Seen ae 2,0 DARD, 

- | SIGE SEERA eh sot an nie * ha a 10,0 4,1 

Bumeisensaure- . 9. 0.0. 3 Ne, 10,0 8,3 | N- Quelle 

| UWGUGIASE Tiel ns ts Ce Se eee ee 2283 35,5 | Glykokoll 

GIOREIM gous it CER ee Su Sptie tet vane i a2 Tee 

RaPEONeTISAUTe sis) it0.5) keris sere. cote! 5,0 15,0 2 N- Quelle 

BeRLCOSCIMI cE Ik Tle, Ses ok. Bore Ls. 32,8 Ammonphosphat 


Versuche von Ripret und Mitarbeitern. 
Desgleichen fiir eine Proactinomyces-Art 


20,0 
5,3 


Versuche von H. MULurr 


Glucose . 
eolssure ...0f°. 8 econ a 


3,7 


von 49 entsprechen und, unter Berticksichtigung des Verbrennungs- 
wertes der Mikroorganismenmasse, einem wahren Nutzwert von fast 60, 
wie bei den Pilzen. Die Zahlen zeigen weiter, da tatsachlich auch hier 
die Kohlenstoffquellen teilweise nach MaBgabe des Verbrennungswertes 
ausgeniitzt werden. Am schlagendsten diirften das die Zahlen fiir Oxal- 
sdure bei Proactinomyces? und Ameisensiure (bei Bacillus glycinophilus) 
zeigen, die, unter Beriicksichtigung des Verbrennungswertes, denen der 
Glucose entsprechen. Weiterhin aber sieht man, daf in Tab. 5 fiir Bac. 
glycinophilus Buttersiure der Essigsiure unbedingt unterlegen ist, zwar 
nicht in der Gewichtsbilanz, aber in der energetischen Bilanz, wahrend 
Wein- und Citronensaure in beiden Hinsichten stark unterlegen sind; fiir 
Aspergillus niger hingegen entsprechen nach Aussage der Tab. 3 diese 
beiden Saduren energetisch der Glucose. 


1 Der EiweiBgehalt betrug bei diesen Versuchen rund 50%, jedoch nach 14 tagiger 
Kulturdauer. Obige Zahlen stammen von 4 Tage alten Kulturen, bei denen der 
EiweiSgehalt wohl etwas hoher war. Im iibrigen wiirde bei geringerem HiweiB- 
gehalt der 6konomische Koeffizient noch hoher ausfallen. Der Ammonphosphat- 
wert ist das Mittel aus 8 Hinzelwerten. 

2 Der Wert fiir Oxalsaure bei Bacillus glycinophilus ist, offenbar infolge metho- 
discher Unzulanglichkeit, viel zu hoch, jedenfalls aber nicht zu niedrig. 
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Aus solchen Beobachtungen, wie sie vorstehend geschildert werden, 
1aBt sich nur der eine SchluB ziehen, daB die C-Quellen dann fiir einen: 
Organismus nach MaBgabe des Verbrennungswertes nutzbar sind, wenn! 
sie in seinen Stoffwechsel hineinpassen, wenn sie stoff- 
wechselgemaB sind. Denn Bac. glycinophilus und farblose Flagel-! 
laten (diese von PrinasHetm als Acetat-Organismen bezeichnet) sind: 
ausgesprochene Essigsiure-Organismen, Aspergillus niger aber bildet: 
Citronensiure und, wenn auch in sehr geringem Mabe, Weinsaure als: 
Zwischenprodukte (in physiologischem Sinne!) und verarbeitet sie spater. 
Die Proactinomyces-Art aber ist spezifisch auf Oxalsdure eingestellt,, 
wie H. MiLuEr zeigte. Es erscheint durchaus méglich, daB entsprechendes 
quantitative Untersuchungen tiber den wahren Nutzwert der C- Quellen: 
Anhaltspunkte fiir den Gang der Verarbeitung geben kénnten, wie man. 
sie mit Hilfe anderer Methoden gewinnen kann. 


In neuester Zeit haben SteGeL und Crirron zu zeigen versucht, daB bei der: 
oxydativen Assimilation von Bacterium coli kein Zusammenhang mit dem Energie- 
gehalt der gebotenen Kohlenstoffquelle bestehe. Das wird daraus geschlossen, daB! 
1 mol Arabinose eine gréBere Ernte ergab als 1 mol Lactose. Aber die Energiefrage 
bedeutet ja nicht, wieviel von der C-Quelle absolut umgesetzt wird; denn es. 
kénnte ja die Lactose deshalb schlechter verwertet werden, weil nicht geniigend 


Tabelle 6. Kohlenstoffékonomie bei Bacterium coli. 


C-Ernte / C verbraucht 


| | Verbrennungswiirme je 1 g x 100 (Zahlen von 
C- Quelle CLIFTON u. SIEGEL) 
| ese” in % 
| | 
Glyoerlti ® 81) POPs Sa) PFO Peete 100 70 100 
Glucosexst itor 1 eek ant 3,74 | 86,2 56—60 82.9 
Milohstiure aut4 de ght autky. = hi? 3,57 69.0 
Brenztraubensfure. ...... sel By seed 40—44 60,0 
‘Bernsteinsaure . 3,02 ‘ya we 
Fumarsiure . 2,76 Milchséure) 


Lactase geliefert wiirde, weil eine stirkere Siuerung hemmend eingreifen kénnte 
oder aus irgendwelchen anderen Griinden. Entscheidend fiir die Energiefrage ist 
allein die relative Verwendung der umgesetzten Menge der Kohlenstofftverbindung. 
So erhalten die genannten Autoren fiir Lactose, Glucose und Arabinose fast die 
gleichen Werte (55 bzw. 59 baw. 64: Ernte an Kohlenstoff / verbrauchtem Kohlen- 
stoff mal 100), Tab. 6 zeigt weiter einige Zahlen dieser Autoren, die schlagend 
beweisen, da8B sich die Kignung der Kohlenstoffquelle véllig nach dem Verbren- 
nungswert richtet (nur die Milchsiure fallt ein wenig heraus); diese Tatsache diirfte 
kaum, zu tibersehen sein. 


Noch auf einen Punkt ist hier kurz einzugehen: Nach einer ver- 
breiteten neueren Anschauung (Literatur bei Stegrn und CLIFTON) ist 
die Kignung einer C- Quelle weniger vom calorischen Wert abhangig als 
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davon, wie weit sie geeignet ist, Stoffwechselmaterial bereitzustellen. 
Hinsichtlich der Bereitstellung von Aufbaumaterial deckt sich diese An- 
schauung mit den hier angestellten Uberlegungen. Aber das schlieBt 
natiirlich nicht aus, daB diese Bereitstellung nur im Rahmen des ener- 
getisch Méglichen erfolgte; das Gegenteil wiire sogar undenkbar. Bereit- 
stellung von Material und Energieumsatz werden vermutlich stofflich 
gar nicht zu trennen sein. Denn auch der Energieumsatz wird sich an 
den am leichtesten erreichbaren Stoffen vollziehen, also an den gleichen, 
die zu anderer Verwendung bereitgestellt werden. 


Die Energieverhiltnisse 
ber den heterotroph anaeroben Mikroorganismen. 

Bei den bisher besprochenen Fallen handelt es sich um aerobe Mikro- 
organismen. Es ist nun eine bekannte Tatsache, daB bei anaeroben Mikro- 
organismen wesentlich niedrigere Koeffizienten erhalten werden. Ich 
fiihre hierzu, in Ubersetzung, Waxksman (S. 420) an: ,,Hinsichtlich der 
Energieausniitzung durch verschiedene Gruppen von Mikroorganismen 
kann gesagt werden, daB Pilze 30—60% des Substrates in Mycel iiber- 
fiihren, aerobe Bakterien 10—20%, anaerobe Bakterien dagegen nur 1% 
oder weniger der Nahrstoffe zu Zellsubstanz synthetisieren kénnen.“‘ 
Eine solche Formulierung ist nur bedingt richtig. Denn in ihr stecken 
2 Begriffe: Einmal die stoffliche Umwandlung, sodann die energeti- 
sche Umwandlung. Sie beantwortet aber nicht die Frage nach der Héhe 
der Energieausniitzung, bezogen auf die wirklich umgesetzte 
Energie. Mit anderen Worten: sie spricht nur von dem ékonom. Koeff., 
bezieht aber den Begriff Energie ein, ohne ihn jedoch zu beriicksichtigen, 
also den RuBnerR-Koeffizienten = wahren Nutzwert. Wir haben aber 
schon gesehen, daf dieser fiir aerobe Bakterien recht hoch sein kann, 
wobei zunichst noch die Frage offen bleibt (auf die noch einmal zuriick- 
zukommen sein wird), ob im allgemeinen der Wert bei Bakterien nied- 
riger liegt als bei Pilzen. 

Leider sind mir fiir anaerobe Bakterien (und Hejfen) keine 1 taiichhaxeea 
Zahlen bekannt. Aber die Werte lassen sich leicht errechnen und mit 
den bekannten dkonom. Koeff. vergleichen, wie es in Tab. 7 geschehen 
ist. Es sind also, gem den Zahlen in der letzten Spalte, sehr hohe Nutz- 
werte moglich, im niedrigsten Falle bei der Alkoholgérung 25,1% fir 
den dkonom. Koeff. 1. In Tab. 7 sind einige durch KAUFMANN gewonnene 
ékonom. Koeff. eingetragen, die nach dieser Tabelle den wahren Nutz- 
werten zugeordnet werden kénnen: Fiir die Alkoholgarung der Hefe* 


1 Die gefundenen Werte bewegten sich zwischen dkonomischen Koeffizienten 1 

und 11, je nach dem Verlauf der alkoholischen Garung, worauf hier nicht ein- 

gegangen werden kann. Die obigen Zahlen sind in vergleichbaren Nahrlosungen 
gewonnen. 
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entspricht also der 6konom. Koeff. 5 einem wahren Nutzwert von etwa 65; 
fiir Bacterium Delbriickii, das eine reine Milchséuregérung durchfihrt, 
entspricht der gefundene dkonom. Koeff. 3 einem wahren Nutzwert von 
etwa 50, fiir die Buttersiuregirung durch Bacillus amylobacter 6konom, 
Koeff. 1, wahrer Nutzwert 32. Fiir den anaeroben Cellulosezersetzer, der 
eine fast reine Essigsiuregirung durchfiihrt (vgl. R. Meyer), ergab sich 
nach den Versuchen von KOuLER ein EiweiB-Koeffizient von 7, was an- 
nihernd einem 6konom. Koeff. von 15 und einem wahren Nutzwert von etwa 
70 entspricht. Die Zahlen liegen also durchaus in der Hohe wie bei den 
aeroben Mikroorganismen, was wohl fiir ahnliche Energieiibertragung 
spricht. 


Tabelle 7. Ausniitzung der umgesetzten Energie bei einigen anaeroben Vorgdngen. 
(Nach Reaktionswairmen berechnet.) 


Alkoholgirung (fiir Milchséuregarung gleich.) 


Fiir 6konomischen Koeffizient 1 ist die prozentige Ausniitzung. ..... 26.5 
29 29 ” 2 3289 ” 5200 Detach (Pin ae 42,4 
99 9? 9° 4 3° 9° 39> 29,0 gt (Ss '* ©2578 25 60,0 
9 97 9° 8 2) 2? 3° SP .4) 2S RE wee ee a ee 75,0 
9? 3 99 20 99 $3 23 ss = wae S oe 90,0 

Gefundener 6konomischer Koeffizient fiir Alkoholgarung . . ....... 5” 

-r A 3 », Milchsféuregérung. . ..: ... 3 
Buttersauregirung. 

Fiir 6konomischen Koeffizient 1 ist die prozentige Ausniitzung. .... . 32,2 
29 . “> 2 > O98 o> ee ee, ee 48,8 
. ” 99 5s 3 “6 ia Peeing Got 66,1 

Gefundener 6konomischer Koeffizient fiir Buttersiuregirung ....... 1 


Kssigsiuregirung anaerob. 


Fiir Gkonomischen Koeffizient 4 ist die prozentige Ausniitzung. . . .. . 39,9 
» x LOS ss “3 S56 cast -ahr oehakh 64,3 
” 99 3 20 veh ts ia Prt Wie a ee 81,5 

Gefundener 6konomischer Koeffizient fiir anaerobe Cellulosezersetzung etwa 15 . 

-AH -AF 

Alkoholgarung ior. chen ieee ae 27 sae ey eae Peat 22,8 57,2 

Milchséuregirung. .... . cats, ast (hye seenteoared pater. cers » «1 23,0; 31,8) 

Buttershnregarong «Si olin nt) untaintets ed ab Ste ah 17,4 63,5 

HSBISEAULOQRIUNS BHACTOD seks ssh’ xumns, ho ome da men tae 51,2 66,5 


Berechnung: Okonomischer Koeffizient mal 4,5 (= angenommener Verbrennungs- 
wert von 1 g Zellmasse; dieser Wert ist das Mittel aus einigen fiir Bakterien und 
Hefen von Tamtya [1932, 8.281] zusammengestellten Zahlen) = a. Diese Zahl 
abgezogen von 375 (= keal je 100 g Glucose). Fiir die Differenz 375 — a wird der 
Energiegewinn der jeweiligen Reaktion berechnet = 6. Den’ wahren Nutzwerd 
ergibt a geteilt durch a + b- 100. 
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Die unter der Tab. 7 angegebenen energetischen Werte! der jeweiligen 
Reaktion zeigen, daB die gefundenen ékonom. Koeff. offenbar nach MaB- 
gabe des Verbrennungswertes (gemif A H) abgestuft sind, fiir Bakterien 
von der Buttersiure- tiber Milchsiure- zur Essigsiuregirung (anaerob). 
Die Anderung der freien Energie (4 F) scheint hingegen den Verhalt- 
nissen weniger gut zu entsprechen®. Mit Ausnahme der Milchsauregirung 
(ohne Neutralisationsenergie!) sind die A H- und A F-Werte nicht sehr 
_ verschieden. DaB der niedrigere dkonom. Koeff. bei der Milchsauregarung 

durch die geringere freie Energie bedingt sei, ist unwahrscheinlich, wie 
ein Versuch von KAUFMANN mit Pseudomonas Lindneri (fiihrt als einziges 
Bakterium eine fast reine Alkoholgérung wie die Hefe durch) zeigte: 
Der dkonom. Koeff. betrug 3,4, bei der Hefe unter gleichen Bedingungen 
7,1. Man sieht, dai der 6konom. Koeff. entsprechend dem gleichen ener- 
getischen Erfolg (nach 1 H) wie bei der Milchsaéuregirung auch gerade 
so hoch ist wie bei dieser (Bact. Delbriickii), aber geringer als bei der Hefe. 

Das fiihrt uns wieder auf einen schon kurz angedeuteten Gesichts- 
_punkt, ob namlich die energetische Ausntitzung bei Bakterien im all- 
gemeinen niedriger ist als bei Pilzen. Leider liegt kaum weiteres Be- 
obachtungsmaterial vor, nach dem die Frage entschieden werden kénnte, 
zumal die in Tab. 1 angegebenen RuBNeERschen Zahlen methodisch wohl 
fraglich sind. So kann nur gesagt werden, da eine geringere energetische 
Ausniitzung durch Bakterien verstandlich ware. Denn in der kleinen 
Bakterienzelle wird die innere Bewegung in der Zelle einen viel groBeren 
Energieaufwand erfordern (Reibungswiderstand) als in der groferen 
Pilzzelle. Hinzu kommt u. U. die aktive Beweglichkeit der Bakterien- 
_ zelle. Ferner werden bei kleineren Zellen hohere Energieaufwendungen 
zur Uberwindung von Oberflichenkraften notwendig sein usw. 

Noch ein anderer Gesichtspunkt ergibt sich aus der Tab. 7: Es wurde 
gesagt, daB Ps. Lindneri als einziges Bakterium eine fast reine Alkohol- 
garung, Bact. Delbriickii als einziges eine reine Milchsauregarung durch- 
fiihrt. Fiir die Buttersiuregairung scheint der Fall einer reinen Garung 
iiberhaupt nicht bekannt zu sein. Die Zahlen der Tab. 7 zeigen, daf hier 
auch sehr ungiinstige energetische Verhiltnisse vorliegen (— 4 H —17,0). 
Ganz anders bei der anaeroben Essigsiuregarung, die weitaus giinstiger 


1Die Werte sind als —AH bzw. —AF angegeben, damit ein positives Vor- 
zeichen (das + Zeichen ist weggelassen) anzeigt, daB Knergie ftir den Organismus 
verfiigbar ist. 

2 Die auBerordentliche Wichtigkeit der Beriicksichtigung der freien Energie bei 
der Betrachtung der einzelnen Stufenreaktionen wird hiervon natiirlich nicht 
beriihrt. Ob in der Gesamtheit des Stoffwechsels besser die freie Energie 
einzusetzen ware, ist eine ganz andere und durchaus zweifelhafte Frage. Auf jeden 
Fall handelt es sich dann nur um ein ,,kann‘‘, nicht um ein ,,muf*', und die freie 
Energie mu8 aus dem Reservoir der Reaktionswarme gespeist werden (vgl. die 
Elementarzyklen von SCHULZ). 
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ist (— JH = 51,5). Nun fiihren die giirenden Bakterien im allgemeinen 
gemischte Girungen durch, und hiermit ist offenbar ein Weg gefunden, 
den Stoffwechsel energetisch giinstiger zu gestalten. Denn es ist klar, 
daB die gleichzeitige Bildung von Essigsiure neben den anderen Pro- 
dukten diesen Erfolg haben muB. Tab. 8 zeigt ein solches Beispiel von 


Tabelle 8. Energieverhdltnisse von Gemischtgarungen. 


AH -AH 
C,H,,0, + H,O = CH, -CH,OH + CH,- COOH + 2CO,+2H, — 4,6 52,6 
Athylalk. Essigsiure Wasserstoff 
C,H,,0, = 2CH,-CHOH-COOH Milchsiure. ........ . 23,0 Sig 
2 C,H,,0, + H,O = 2CH,:CHOH - COOH + CH, -CH,OH 
+ CH, -COOH +200, +2H,. ot a cans AS 2 Ae yh) SS See 


Milchs. Athylalk. Essigs. Wasserstoff 
2 C,H,,0, = CH, - CHOH - COOH + CH,- CH, - COOH 
+ CH,-CH,OH + CH,-COQQH +2C0O,-— Hy .-.... . . 27,9 5am 
Milchs. Propions. Athylalk. Essigs. Wasserstoff 
2 C,H,,0, = CH,:-CHOH - COOH + HOOC - CH, - CH, - COOH 
+ CH,-CH,OH + CH,-COOH + CO, + H, 32,0 52,3 
eee oneness 


——— 


Milchs. Bernsteins. Athylalk. Essigs. Wasserstoff je 1mol Glucose 


Milchséurebakterien'. Zam Vergleich ist die Alkoholgarung bei Dismu- 
tation des Acetaldehyds zu Athylalkohol und Essigsiure, jedoch an- 
genommener Entstehung von freiem Wasserstoff (anstatt der Bil- 
dung von Glycerin), die bekanntlich nicht vorkommt und auch ener- 
getisch offenbar nicht méglich erscheint trotz der hohen freien Energie. 
Denn es miiBte nicht nur das, wenn auch geringe, Defizit von — 4,6 kcal 
gedeckt werden, sondern auch dariiber hinaus natiirlich noch der weitere 
, normale Energiebetrag aufgebracht werden. Man sieht nun weiter, wie 
bei der Milchsauregirung die energetischen Verhiiltnisse bei Bildung ver- 
schiedener Nebenprodukte giinstiger werden und sogar die Bildung von 
freiem Wasserstoff ermoglicht wird, die auch tatsichlich vorhanden ist. | 
Entsprechend kénnte natiirlich auch die Buttersiiuregiirung mit ihren 
Nebengiarungen betrachtet werden. Auffallend mag erscheinen, daB die 
energetisch so giinstige anaerobe Essigsiiuregiirung nicht haufiger in 
reiner Form verwirklicht ist, was aber vielleicht nur an unseren geringen 
Kenntnissen liegt. Denn immerhin sind anaerobe Cellulosezersetzer und 
Clostridium-Formen (Bacillus thermoaceticus, Bac. welchii) als so arbeitende 


Vol. auch A. Rrppet-BaupeEs, GrundriB, 8. 280. Durch Verwendung anderer 
Werte weichen die Zahlen ein wenig voneinander ab. — Im iibrigen sind eine Reihe 


der in dieser Arbeit vorgetragenen Gesichtspunkte in diesem Buch noch nicht 
beriicksichtigt. 
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Formen bekannt geworden; die reine Form der anaeroben Essigsiure- 
-garung scheint also doch verbreiteter unter den Bakterien zu sein als 
die der anderen Typen. 


Die Energieverhiltnisse bei den chemo-autotrophen Bakterien. 


Nun zu den chemosynthetischen Vorgaingen, die deshalb in diesem 
Zusammenhange besonders merkwiirdig sind, weil bei ihnen, im Gegen- 
satz zu den bisher besprochenen Typen, der Nutzwert nach den vor- 
liegenden Angaben ungewohnilich tief liegt. Eine héhere Ausniitzung des 
eigentlichen, energieliefernden Vorganges wiirde aber, wie zu zeigen sein 
wird, bedingen, daB organische Substanz gebildet und veratmet wird. 
Dieser Gesichtspunkt soll hier erdértert und in seiner Konsequenz ver- 
folgt werden, ohne daB dabei entschieden werden kann, ob er tatsich- 
lich richtig ist. Im Gegensatz dazu ist es die herrschende Auffassung, 
das der den chemosynthetischen Aufbau erméglichende Oxydations- 
vorgang zugleich auch der Atmungsvorgang sei. Das ist vielleicht er- 
staunlich insofern, als man bei den griinen Pflanzen ja auch nicht mit 
einer anderen Ubertragung der Sonnenenergie rechnet als vermittels der 
in der Veratmung der in der Photosynthese erzeugten Assimilate ge- 
wonnenen, wozu hier ja schon die heterotrophe Lebensweise wahrend 
der Dunkelheit sowie die der unterirdischen Organe zwingt. Es liegt nun 
eigentlich kein Grund vor, fiir die chemosynthetisch arbeitenden Mikro- 
organismen etwas anderes anzunehmen. Einerseits vermégen sie ja auch 
heterotroph zu leben, andererseits ist fiir sie eine echte Atmung (auf 
organischer Grundlage) festgestellt, etwa wenn der zu oxydierende Stoff 
‘im Substrat erschépft ist. Selbst bei den Nitrifikanten, bei denen der 
Nachweis nicht-chemosynthetischer Oxydationsvorgange am hartnackig- 
sten trotzte, ist Sauerstoffverbrauch nach Erschépfung des anorganischen 
Oxydationssubstrates nachgewiesen (BOMEKE, 1939), wenn auch kein 
Wachstum auf organischen Stoffen (BémEKE, 1950), ebenso eine echte 
Atmung bei Thiobacillus thiorydans (VOGLER, S. 112), bei dem im Gegen- 
satz zu anderen Schwefelbakterien noch keine Kultur auf organischem 
Substrat gelang. Tatsachlich miissen auch die Autoren, z. B. bei der 
Wasserstoffoxydation, mit einer normalen Atmung rechnen. Man ver- 
gleiche im tibrigen die Diskussion bei vAN NIEL sowie die Ausfiihrungen 
von KLuyVER u. MANTEN. 

Es ist vielleicht angebracht, in diesem, Zusammenhang darauf hinzuweisen, daB 
man vielfach die chemosynthetisch arbeitenden Mikroorganismen fiir urspriingliche 
Typen halt, die ihre Tatigkeit aus Zeiten herleiten sollen, in denen noch kein 
Chlorophyll ,,entdeckt“* war. Nichts spricht indessen fiir diese Auffassung, weder 
der komplizierte Aufbau der physiologischen Apparatur dieser ,,Primitiven® noch 
z.B. die Tatsache, daB die in Frage kommenden Mikroorganismen sich auf alle 
Gruppen verteilen, was nur fiir einen sekundiren Erwerb sprechen kann. VAN NIEL 
hat dies im Zusammenhang mit der hier erérterten Frage scharf betont. Um, so 


D) 
Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 17. 12 
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mehr ergibt sich, dai es zum ‘mindesten wiinschenswert ist, bei den Chemoauto- | 
trophen von der Annahme einer normalen Atmung auszugehen. 

Die folgende Tab. 9 gibt nun zuniichst die energetischen Verhaltnisse 
der wichtigsten chemotroph verlaufenden mikrobiologischen Vorgainge 
wieder unter der Voraussetzung einer direkten Reaktion des betreffenden | 
Stoffes mit der Kohlensiure bei Bildung organischer Substanz, die als 
Glucose angenommen ist. Die Energiezahlen zeigen, da zur Bildung, 
von je 1 Mol Glucose ein nach den einzelnen Reaktionen verschiedener | 
Energiebetrag aufzuwenden ist, der (in vorlaufiger Annahme!) durch zu- 
siitzliche Licht-! bzw. Oxydationsenergie beschafft werden mub. 


Tabelle 9. Energieverhdltnisse der autotrophen Bakterien. 


Athiorhodaceae (Licht) 
6/5 CH, - CH, - CH, - COOH + 6/5 CO, + 6/5 H,O = C,H,.0, 
— 49,6 keal— AH;—74,1—AF 
Thiorhodaceae (Licht) 
6CO, + 3H,S + 6H,O = C,H,,0, + 3 H,SO, 
— 75,5 kcal —A H; —179,6 —AF 
Farblose Schwefelbakterien (Oxydation) 
6CO,+ 3H,S + 6 H,O = C,H,,0, + 3 H,SO, 
— 75,5 keal—A H; —179,6 —AF 
Ammoniak-Oxydanten (Oxydation) 
6 CO, + 4NH, + 2H,O = C,H,,0, + 4 HNO, 
— 378,6 kcal —AH ; — 454,4 —AF 
Nitrit-Oxydanten (Oxydation) ? 
6 CO, + 12 HNO, + 6 H,O = C,H,,0, + 12 HNO, 
— 386,6 kcal —AH; — 473,6 —AF 
Wasserstoff-Oxydanten (Oxydation) 
6 CO, + 12 H, = C,H,,.0, + 6 H,O 
+ 143,8 keal—AH;— 10,4 —AF 
Fir HCO, + 132,4— AH; + 56,6 — AF 


Zunichst geht also daraus hervor, daB die Wasserstoff-Oxydation 
stark abseits steht. Ihr — A H ist mit 143,4 kcal je Mol Glucose stark 
positiv, waihrend die freie Energie — A F mit — 10,4 schwach negativ 
ist (hinsichtlich der Vorzeichen vgl. oben 8. 175, Anm. 1). Die weitere 
Besprechung soll vorerst bei diesem Beispiel bleiben. 


Ks sei jedoch noch auf eine ganz andere Erscheinung aufmerksam gemacht: 
Wie man sieht, wiirde die Bildung von 1 Mol Glucose bei der Nitrit-Oxydation 
einen 3mal so groBen Stickstoffumsatz erfordern als bei der Ammoniak-Oxydation. 


Die bakterielle Photosynthese ist hier vergleichsweise hinzugenommen. 

* Die zum Teil starke Abweichung von den bei RrrrEL-BaLpEs (1948) gegebenen 
Zahlen erklairt sich daraus, daB dort mit den undissoziierten Siuremolekiilen ge- 
rechnet wurde; hinsichtlich der hier verwendeten Zehlen siche Anhang. 

* Fir ionisierte Kohiensiure HCO; (RUHLAND arbeitete mit Bicarbonat) ergibt 
sich also —AH zu + 182,4 und —AF zu + 56,6 kcal. Bei der Photosynthese (vgl. 
RaBrnowrrscH) rechnet man allerdings mit der Verarbeitung von molekularem CO. 


Die Energieausniitzung durch Mikroorganismen in quantitativer Hinsicht. 179 


Wenn nun im Boden annihernd gleiche Massen von Nitrosomonas und Nitrobacter 
zusammenliegen, wird Nitrit, weil es in gréBerer Menge gebraucht wird, ein Mangel- 
stoff sein. So erklart sich also die schnelle Verarbeitung von Nitrit, in deren, Folge 
es bekanntlich im Boden niemals als Zwischenprodukt der Salpeterbildung nach- 
zuweisen ist, von rein energetischen Gesichtspunkten aus. 

Fiir die wasserstoffoxydierenden Bakterien zeigt nun Tab. 10 die Ver- 
haltnisse, wenn entweder organische Substanz in einer Primarreaktion 
aus CO, und H, gebildet (Gruppe A) oder H, in der Knallgasreaktion 


Tabelle 10. Wasserstoff-Autotrophie. 
Gruppe A. 
Chemosynthese I 3,5[12H,+6CO,=C,H,,0, + 6H,0] 
3,5 [+ 143,8 kcal—AH; — 10,4 —AF] 


Atmung It 2,5[C,H,,0, + 6 O, = 6 CO, + 6 H,0] 
2,5 [+ 677 kcal —AH; + 689,6 —AF] 
Bilanz Ill 42H,+ 150, -+6CO, = C,H,,0, + 36 H,O 


+ 2190,7 keal—AH; + 1687,6 —AF 


Gruppe B. 

Knallgasreaktion Ia 3,5(12 H, + 60, = 12H,0] 

3,5 [+ 820,8 kcal —AH; 679,2 —AF] 
CO,-Reduktion Ib 3,5[6 CO, + 6 H,O = C,H,,0, + 6 Og] 

3,5 [+ 677,0 keal—AH; + 689,6 —AF] 
Atmung II 2,5[C,H,,0, + 6 0, = 6CO, + 6 H,O] 
Bilanz Ill 42H,+ 150,+6CO, = C,H,.0, + 36 H,O 

Energieumsatz bei II und IIJ wie bei Gruppe A. 


verbrannt und die Oxydationsenergie zur sekundaren Bildung orga- 
nischer Substanz durch CO,-Reduktion (mit Wasser) benutzt wird 
(Gruppe B). Man ersieht daraus, daB sich aus der Bilanz kein SchluB 
auf den Weg ziehen laéBt1, wie das ja auch von RuHLAND und von 
van Nrew (der ein allgemeines Formelschema ohne Einzelberechnungen 
angibt) schon betont wurde. Rein bilanzmaBig ergibt sich eine Energie- 
ausniitzung von 30,8% fiir —4H und von 40,8% fiir —4F, bei einem 
Verhaltnis von H,/CO,=7, von 26,0 bzw. 34,0% fiir ein Verhaltnis von 


H,/CO, = 8 (vgl. Tab. 12)?. 


1 Nach dem 1. thermodynamischen Hauptsatz ist die Energiebilanz unabhangig 
von den Energieinderungen der Teilvorginge. Daraus folgt, da®B auch keine Aus- 
sagen iiber den Verlauf der chemischen Umsetzungen gemacht werden k6onnen. 

2 Die von anderen Autoren berechneten Werte sind auf das Verhaltnis H,/CO, = 8 
bezogen. Die Runtanpschen Zahlen stimmen zu beiden, da sie naturgemaf etwas 
schwanken. Durch etwas abweichende energetische Berechnungen erhielten andere 
Autoren etwas andere Werte, nimlich 20,5 fiir —AH und 26,4 fiir —AP. Grund- 
satzlich andert sich dadurch nichts. — Auch die fiir die tibrigen chemosynthetischen 
Vorginge hier berechneten Zahlen weichen von denen anderer Autoren (BaAAs- 
Brcoxine und Parks, RaBINOWITSCH, STEPHENSON) etwas, wenn. auch nur ganz 
geringfiigig, ab, infolge Verwendung ein wenig abweichender calorischer Werte. 
Die hier verwendeten sind am Schlu8 angegeben. 


Le 
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Ganz anders wird das Bild, wenn man nach der Energieausniitzung 
in der Primirreaktion (Tab. 10, Gruppe A, I) fragt. Man kommt dann 
fiir — A H auf 82,9, fiir — A F auf fast 100% 1. Denn laut Gleichung I 
in Tab. 10 wiirde fiir je 1 Mol Glucose ein UberschuB von 143,5 keal 
(— A H) vorhanden sein; 677,0 + 143,5 = 820,5; 677,0/820,5 mal 100 
= 82,9. Fiir die freie Energie kime eine annahernd 100% ige Ausniitzung 
heraus. Bei Annahme von HCO; wiirden die Werte lauten fiir — A H 
83,7% und fiir — A F 92,4%. Darauf wird noch zuriickzukommen sein, 


Tabelle 11. Nitrit-Autotrophie. 
Gruppe A. 


Chemosynthese I 43,5[6CO,+ 12 HNO, + 6 HO = C,H,,0, + 12 HNO,] 
43,5 [— 386,6 keal — 4H; — 473,6 —AF] 


Atmung II 42,5[C,H,.0, + 6 0, = 6 CO, + 6 H,O] 
42,5 [677,0 kcal —AH; 689,6 —AF] 
Bilanz Ill 522 HNO,+6CO,+6 H,O + 255 O, = C,H,.0, + 522 HNO, 


+ 11945,4 keal —AH; + 8707 —AF 
Gruppe B. 
HNO,-Oxydation Ia 43,5[12 HNO, + 30, = 12 HNO,] 
43,5 [290,4 keal —AH; 216 —AF] 
CO,-Reduktion Ib 43,5 [6 CO, + 6 H,O = C,H,,0, + 6 04] 
43,5 [— 677,0 keal —AH ; — 689.6 —AF] 
II und IIT wie oben. 


Vor der weiteren Besprechung seien noch in Tab. 11 die entsprechen- 
den Zahlen fiir die Nitrit-Oxydation gegeben, die natiirlich grundsitz- 
lich das gleiche zeigen, nur mit dem Unterschied, da in der Primir- 
reaktion (Gleichung I) das — A H stark negativ ist und — A F noch 
viel starker negativ als in Tab. 10. Hier miiBte natiwlich die Ausniitzung 
in der Primiirreaktion in beiden Fallen 100°, betragen; dariiber wird 
unten noch zu sprechen sein. 

SchlieBlich sei in Tab. 12 noch die Energiebilanz der wichtigsten 
chemo-autotrophen Mikroorganismen gegeben, zusammen mit den zu- 
grunde liegenden Versuchszahlen. Sie zeigt die geringe Ausniitzung von 
5—7% fir A H, von 8—9% fiir 4 F, mit Ausnahme der Wasserstoff- 
Oxydation, wie oben schon festgestellt wurde. 

DaB die Werte fiir die H,-Bakterien héher liegen als fiir die anderen, 
ist aus den energetischen Zahlen der Tab. 9 ohne weiteres verstiindlich. 
Ks ist aber auffallend, wie sehr sie (natiirlich unter entsprechender Be- 
riicksichtigung der energetischen Verhaltnisse) von dem fiir Hetero- 
trophe ermittelten wahren Nutzwert 60 abweichen. Fiir die Wasser- 
stoffbakterien ergibt sich laut Tab. 9 bei der Bildung von 1 Mol Glucose 


1Man vergleiche die Stellungnahme von vAN Nret und RapBrnowrrcH in den 
Ausfiihrungen von Burk. 
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677 + 143,8 = 820,8 kcal, welcher Wert somit 21% hoher liegt als die 
677 kcal fiir 1 Mol Glucose bei Heterotrophen. Die tatsiichlich gefundene 
Energieausniitzung betragt aber laut Tab. 12 nur etwa 1 /2,5 des wahren 
Nutzwertes 60. Fiir die Nitrifikanten ergibt sich entsprechend 677—380 
(abgerundet fiir NH,- und NO,-Oxydanten) = 297 kcal je Mol Glucose; 
das sind nur 44% davon. Danach miiBte der wahre Nutzwert um 25 
legen, liegt aber laut Tab. 12 nur etwa bei 5—6. In beiden Fallen liegt 
also die Energieausniitzung erheblich tiefer als sie erwartet werden kénnte. 


Tabelle 12. Energiebilanz der chemo-autotrophen Mikroorganismen. 


H,-Oxydation: 3,5/2,5; H,/CO, = 7 — 8/l 
42 H, + 15 O, + 6 CO, = C,H,,.0, + 36 H,O 
Energieausniitzung fiir 7/1 bei AH 30,8%, bei AF 40,8% 
5 », 8/1 bei AH 26,0%, bei AF 34,0% 


NH,-Oxydation: 45/44; ¢ N/g C = 35 
180 NH, + 6 CO, + 264 O, = C,H,,0, + 180 HNO, -++ 174 H,O 
Energieausniitzung bei AH 5,3%, bei AF 7,7% 


NO,-Oxydation: 43,5/42,5; ¢ N/g C = 101 
522 HNO, +- 6 CO, + 255 O, + 6 H,O = C,H,,0, + 522 HNO, 
Energieausniitzung bei A H 5,7%, bei AF 7,9% 


8-Oxydation: 18/17; g S/g C = 32 
728 +6CO, + 102 0, + 78 H,O = C,H,,0, + 72 H,SO, 
Energieausntitzung bei JAH 7,1, bei AF 8,7% 
485 + 6C0, + 10 H,O =: C,H,,0, + 4 H,SO, 
— 110,4 keal A— H; — 150,0 —AF 


In der obersten Zeile geben die Zahlen 3,5/2,5 bzw. 45/44 usw. an, wie die 
Gleichungen gemaB I und II der Tab. 10 und 11 lauten. In der gleichen Zeile folgen 
die Angaben iiber die Stoffverhaltnisse, die im Versuch gefunden wurden (in obiger 
Reihenfolge: Run~tanp, MeyerHor, MzyerHor, WaksSMAN und SraRKeEy). Die 
zweite Zeile zeigt die Bilanzgleichung, die dritte die Hohe der Energieausntitzung 
fiir CO,-Gas. Fiir HCO;, dessen Einsetzung richtiger ware (vgl. oben 8. 178), wurden 
sich die Verhiltnisse etwas giinstiger gestalten, sich aber nicht grundsatzlich 
andern. Daher seien die bisher von den Autoren benutzten Werte angefiihrt. 


Bei der S-Oxydation ist auch die Formel entsprechend Tab. 9 angegeben, da 
dort nur die SH,-Oxydation beriicksichtigt wurde. 


Diese Verhaltnisse werden noch ungiinstiger, wenn der neue, von BOMEKE 
(1951) beschriebene Nitritbildner Nitrosomonas oligocarbophilus zur Berechnung 
herangezogen wiirde, der im Vergleich zur Nitrosomonas europaea (mit einem, C/N- 
Verhaltnis 35) ein soleches von 70 hat, also doppelt so ungiinstig arbeitet.} Ferner 
ist offensichtlich, daB bei der Schwefeloxydation durch Bacillus thiooxydans 
ebenfalls sehr ungiinstige Verhaltnisse vorliegen. Nach den Angaben in Tab. 9 
und 12 miiBte dieses Bakterium viel giinstiger arbeiten als die Nitrifikanten (— 110,4 
gegen — 378,6 kcal), Ein Grund hierfiir kann nicht angegeben werden. Jedenfalls 
ware es sehr wiinschenswert, diese Verhaltnisse aufzuklaren. 
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Da derartige Versuche vielfach kurzfristig nach der WarsurG-Technik vor- . 


genommen werden, so sei noch darauf hingewiesen, da damit unter Umstanden 


Ergebnisse erzielt werden kénnen, die den Verhaltnissen nicht entsprechen, unter ' 
denen der Organismus natiirlich heranwachst, wie S. 183 Anm. 1 von einer ' 
Feststellung van Nrevs erwahnt ist. Auch auf die ungeheuren Unterschiede, , 
die sich infolge der verschiedenartigen Behandlung der Zellen ergeben kénnen, sei | 


noch besonders hingewiesen; man v¢gl. z. B. die Zahlen in Tab. 3, 8S. 587 bei StscEL 
und Cxreron fiir gewaschene Zellen und normale Kulturen. ; 


Gegen die hier gemachte Annahme kénnen verschiedene Punkte an- 
gefiihrt werden, die zum mindesten eine Erschwerung fiir die Richtigkeit 
bedeuten wiirden. 

Zunichst ist darauf hinzuweisen, daB die Reaktionen der Chemo- 
autotrophen (von der Wasserstoff-Oxydation abgesehen) gemaB Tab. 9 
unter erheblichem Energieaufwand in der Primarreaktion verlaufen. 
Aber da diese Reaktionen normalerweise mit der Atmung gekoppelt 
ware (vgl. Tab. 10 und 11), so ware von dieser aus die Lieferung der 
notwendigen Energie ohne weiteres méglich. In Tab. 11 wiirden bei der 
Nitrit-Oxydation fiir die Bildung von 1 Mol Glucose 386,8 keal (4 H) 
aufzuwenden sein, wonach durch die Veratmung der Glucose immer noch 
ein Uberschu8 von (677,0 — 386,8 =) 290,2 keal iibrig bliebe. Grund- 
sitzlich, wenn auch in anderer GréSenordnung, gilt fiir die freie Energie 
(A F) das gleiche. 


Diese Betrachtung gibt nun auch die Erklarung, warum bei der bak- 
teriellen Photosynthese die Energiezufuhr durch das Licht notwendig 
ist: Unter den anaeroben Verhiltnissen kann natiirlich die Riickgewin- 
nung der aufgewendeten Energie (dazu noch die normalerweise not- 
wendige Energie) nicht auf dem Wege der anaeroben Veratmung (Ver- 
garung) von organischer Substanz gewonnen werden. Nur bei der Wasser- 
stoff-Autotrophie, die sich auch bei nicht photosynthetisch arbeitenden 
Formen anaerob vollzieht (vgl. 8S. 186), scheint dies méglich zu sein, wo- 
fiir ebenfalls die oben in Tab. 9 aufgefiihrten Werte der Energieverhalt- 
nisse die Erklirung geben. 


Tabelle 13. Hnergieverhdltnisse der Ferri+++—Oxydation von Glucose. 
C6H,0, + 12 Fe,O, = 24 FeO + 6 CO, + 6 H,O — 160,6 kcal 
(—AH); — 38.8 (— AF) 
24 FeO + 6 O, = 12 Fe,O, + 838,8 kcal (—AH); 728,4 (— AF) 


Man kénnte nun einwenden, die Annahme eines dem Energiegewinn 
vorgeschalteten Knergieaufwandes sei gezwungen und unwahrscheinlich. 
Das ist aber nicht der Fall; vielmehr ist auch bei anderen zentralen 
Vorgingen in der Zelle ein Gleiches festzustellen. In Tab. 13 sind die 
Werte fiir die Ferrit++-Oxydation von: Glucose zu CO, und Wasser 
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angegeben, unter Reduktion zu Ferro++. Man sieht hier ebenfalls eine be- 
deutende Energieschwelle vor dem Energiegewinn: Die Oxydation durch 
Ferri+*+* kann nur durch Reoxydation des Ferro++ und Verwendung der 
dabei gewonnenen Energie erfolgen. 


Weiterhin scheint aus der gemachten Annahme der Primirreaktion 
zu folgen, daf} die Energie dieser Primarreaktion, d.h. der gegeniiber 
der Veratmung von 1 Mol Glucose erzielte UberschuB8 von 290,2 kcal 

(—A 4B) zu 100% in den gesamten Energieumsatz hineingesteckt wiirde. 
Abgesehen aber davon, dafi dies schon aus theoretischen Griinden (En- 
tropie!) nicht méglich sein kénnte, laBt sich auch aus den obigen 
Formeln dariiber gar nichts aussagen. Diese bedeuten hier lediglich 
Symbole, Abstraktionen, fiir noch véllig unbekannte Vorginge, die 
derart miteinander verkoppelt sind, da sie praktisch in realer Form 

gar nicht zu erfassen sind. Das wiirde wohl erst méglich sein, wenn alle 
Stufen dieser gekoppelten Reaktion bekannt waren und man aus den 
Entropiedaten der einzelnen Vorgiinge die mégliche Nutzarbeit ableiten 
k6énnte. Vielleicht kann man sagen, daB die Energieausniitzung in der 
Primirreaktion sehr hoch sein diirfte, jedenfalls viel héher als die in 
Tab. 12 wiedergegebenen Werte, und man kann wohl auch sagen, daB 
sie sich dem hohen Energieausniitzungswert nihern miiBten, wie er zur 
Zeit fiir die Photosynthese angenommen wird!. 


Dariiber hinaus bleibt aber die Tatsache bestehen, daf die Energie- 
ausniitzung in der Gesamtheit, wie oben erwahnt wurde (abgesehen 
von den Wasserstoffbakterien), abnorm niedrig liegt, wenn man mit den 
oben fiir die Heterotrophen gegebenen Werten vergleicht. Wie ist das nun 
zu erklaren? Wenn wirklich, nach der hier auseinandergesetzten Mog- 
lichkeit, der Primirreaktion eine Veratmung darin gebildeter organischer 
Substanz folgt, so kann es sich nur um die Frage des Verhaltnisses von 
Aufbau- zu Erhaltungsstoffwechsel handeln. Méglicherweise liegt eine 
gewisse Erklarung fiir das Uberwiegen des Erhaltungsstoffwechsels in 
dem auBerst langsamen Stoffwechsel, wie er uns z. B. in ausgesprochenem 
MaBe bei den Nitrifikanten, die ja in dieser Hinsicht am extremsten 
stehen, entgegentritt. Umgekehrt wie bei der oben (S. 168) erwaéhnten 
Forcierung des Aufbaustoffwechsels im Liiftungsverfahren wird hier die 
Langsamkeit des Aufbaustoffwechsels den Erhaltungsstoffwechsel 


1 Auf die Photosynthese der héheren griinen Pflanzen soll natiirlich nicht ein- 
gegangen werden. Es sei nur darauf hingewiesen, daB bei dieser die Frage der 
Energieausniitzung nur von der Primarreaktion aus gestellt wird, somit mit dem 
Gesamtenergieumsatz der Chemoautotrophen oder auch der Heterotrophen nicht 
vergleichbar ist. Man miiBte sonst bei der Photosynthese ebenfalls den gesamten 
sekundiren Verlust durch Atmung mit beriicksichtigen. Hine ahnliche Wirkung 
hat, worauf van Niet hingewiesen hat, die kurzfristige Kultur photosynthetisch 


arbeitender Hinzeller. 
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verhaltnismaBig stark hervortreten lassen. Damit ist natiirlich noch 
nichts tiber die Ursache dieser Langsamkeit des Stoffwechsels ausgesagt. 
Es liegt jedoch nahe, anzunehmen, dafi der ungewohnlich starke Energie- 
zuschuB, der zunichst zur Synthese nétig sein wiirde, einen starken 
Bremsklotz darstellt, dessen Uberwindung den Stoffwechsel so ver- 
langsamt. 

Ein sehr gewichtiger Einwand gegen die hier erérterte Vorstellung 
einer Primirreaktion im Sinne der Formeln der Tab. 9 kénnte gemacht 
werden, wenn es gelinge, bei den Chemoautotrophen eine oxydierende 
Phase véllig von der CO,-Reduktion zu trennen. RuHLAND hat diesen 
Versuch bei dem wasserstoffautotrophen Bacillus pycnoticus gemacht 
(ebenso spiter KLUYVER u. MANTEN) VoGLeR bei dem Schwefel-auto- 
trophen Thiobacillus thiooxydans. 


RvuLAND verkennt allerdings, wenn er auch zur Bejahung des Leer- 
laufes der Wasserstoff-Oxydation (also bei Fehlen von CO,) neigt, nicht 
die Schwierigkeiten, die in der Méglichkeit des Nachweises liegen. Tat- 
sichlich kénnen Griinde gegen den Leerlauf angefiihrt werden: Die von 
RUHLAND selbst hervorgehobene Unmdglichkeit des Ausschaltens der 
Atmung, die natiirlich das Gasverhiltnis (das gemessen wurde) beein- 
flussen muB. Bei den Runtanpschen Versuchen sank tatsichlich das 
Verhaltnis H,/O, betrachtlich unter 2 (um 1,8; genau zu dem gleichen 
Wert kamen spiter KLUYVER u. MANTEN), was, wie er selbst betont, 
die Folge einer weitergehenden Veratmung von organischer Substanz 
ist. Daraus geht also hervor, daB eine genaue Erfassung infolge des Zu- 
riickflutens von CO, nicht méglich war. Hierbei ist sehr wesentlich, daB 
zu den Versuchen von RUHLAND eine ,,gré6Bere Zahl! iippig gewach- 
sener Kahmhiute‘‘ verwendet wurde, die sicherlich viel Reservematerial 
fiihrten, wodurch eine weitere Verminderung der Méglichkeit des Nach- 
weises eines Leerlaufes der H,-Oxydation eintreten mufte. Auch die 
von KLuyvER u. MANTEN gemachte Beobachtung, da8 in Gegenwart 
von Lactat noch H,-Oxydation stattfindet, braucht nicht zum SchluB 
einer Unabhangigkeit von dieser und der Oxydation organischer Substanz. 
zu fiihren. Denn es kann sehr wohl sein, daB Milchsiiure dem ,,Primiir- 
produkt** fernersteht und daher die Primarreaktion nicht hemmt. 


VoaLEr glaubt den einwandfreien Beweis eines Leerlaufes der S-Oxy- 
dation bei Thiobacillus thiooxydans erbracht zu haben. Eine nahere Be- 
trachtung der von ihm mitgeteilten Zahlen zeigt indessen, da auch hier 
dieser Beweis nicht gegliickt ist, wie im Folgenden gezeigt werden soll. 
Bei der Wichtigkeit dieser Frage sei die von VoaiEr gebrachte Table III 
(S. 111) nachstehend wiedergegeben (Tab. 14). 


Von RUHLAND gesperrt. 
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Daraus ergibt sich, da® die CO,-Aufnahme durch die Bakterien-Suspension in 
den Flaschen 1 und 2 (ohne Schwefel) in GO,-haltigem Medium unter H,-Atmo- 
sphare im Mittel 72,5 yl betrug, bei 3 und 4 (mit Schwefel) 72 ul (drittletzte Spalte). 
Bei der anschlieBenden Sauerstoffzufuhr in ©O,-freier Luft (vorletzte Spalte) 
nahmen die Flaschen 1 und 2 praktisch keinen, die Flaschen 3 und 4 viel Sauerstoff 
auf, was eben als reine S-Oxydation gedeutet wird. Wieder in H,-Atmosphare 
+ CO, gesetzt (letzte Spalte), nahmen die Flaschen 1 und 2 keine CO, mehr auf, 
i Flaschen 3 und 4 aber im Mittel 58.5 1, also fast die schon vorher festgestellte 

fenge. 


Tabelle 14. [Table IIT nach Vocuer (S.111)]. CO, Uptake in Absence of Oxygen. 
200 microgram bacterial N per flask. 


CO, uptaken 
Flasks 5 ml, suspension 
Under H, O, uptake Under H, 
over 2 Hrs. 
1 Endogenous. 75 4 0 
2 Endogenous. 71 4 1 
3 + sulfur . 70 600 61 
4 + sulfur . 74 600 56 


The oxygen uptakes recorded are estimates based on values for endogenous 
respiration and § oxidation observed with the same suspension. 


Aber diese Zahlen kénnen doch nur folgendes zeigen: Bei Flaschen 1 und 2 war 
die CO,-Aufnahme gesattigt; bei fehlendem Schwefel konnte auch keine Verarbei- 
tung stattfinden, daher auch keine CO,-Aufnahme in der letzten Spalte. In Gegen- 
wart von Schwefel dagegen erfolgt eine nochmalige CO,-Aufnahme von fast, wenn 
auch nicht ganz, der GréBenordnung wie vorher. Das besagt zunachst nichts 
anderes, als daB im Laufe der O,-Versorgung mit S-Verarbeitung (die ja, wie oben 
ausgefiihrt, nur gekoppelt mit der Atmung vor sich gehen kénnte) durch das Ver- 
schwinden der Kohlensaure Platz fiir ee Neuaufnahme geschaffen wurde, wie sie 
auch die letzte Spalte zeigt. 

Endlich aber: Es entfielen auf 72 CO, 600 Og, also 12: 100, wahrend laut Tab. 12 

_das Verhaltnis 6: 100 (rund) lauten wiirde. Nun ist aber zu beriicksichtigen, daB 
in dem CO,-freien Aufenthalt auch durch Veratmung von organischem Material 
der Zelle (eine von Vocuer S. 112 ausdriicklich hervorgehobene Tatsache) CO, 
gebildet werden muBte, wodurch wiederum (bei Gegenwart von Schwefel) die 
CO,-Verarbeitung in Gang kommen konnte. Da aber diese endogen entstandene 
CO, in der Bilanz ausfallt, jedoch nicht der laut der Formel in Tab. 12 notwendige 
Sauerstoff, so muB sich der Anteil O, zum aufgenommenen CO, erhdhen und sich 


dem Verhaltnis 6 : 100 nahern. 


Mithin lassen sich die von VoGLER veroffentlichten Zahlen vollkommen 
nach den hier gegebenen Vorstellungen erklaren. 


Einige weitere Beobachtungen kénnten fiir die direkte Reaktion der Kohlen- 
siure mit H, usw. sprechen: Fiir Nitrifikanten wurde Hemmung der NH;- bzw. 
NO,-Oxydation durch organische Stoffe festgestellt (Boutsns, BomEKE, 1939), 
ferner Hemmung der Schwefel-Oxydation bei Thiobacillus thiooxydans, wenn auch 
in diesem Falle nur durch gewisse organische Sauren (VoGLER, Lu Pace und 
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Umereir). Zuriickdringung der Wasserstoff-Oxydation durch organische Stoffe | 
gibt RunLanp fiir Bacillus pycnoticus an, die er jedoch mit der Anderung des | 
py-Wertes nach der sauren Seite erklart, wahrend nach van NreL méglicherweise | 
Adaptation, Selektion oder beides als Erklarung heranzuziehen waren. Weiterhin 
hat man fiir die H,-Verarbeitung die unbedingte Notwendigkeit der Gegenwart 
von CO, festgestellt (z. B. Lez und Umpretr), was an sich schon gegen das Vor- 
handensein des oben erérterten Leerlaufes sprechen wiirde. Indessen glaubt 
van NIEt, daB diese Tatsache einstweilen nicht in der hier zur Diskussion stehenden 
Frage beweisend sein kénne, wegen der allgemeinen Bedeutung der CO, auch 
fiir die Heterotrophen. 

Mag man nun auch in den angefiihrten Beobachtungen im Zusammen- 
hang mit den oben gemachten Ausfiihrungen tiber den ,,Leerlauf* keinen 
Beweis fiir die direkte Reaktion der Kohlensiure sehen, so mu8 doch 
andererseits zugegeben werden, daf sie auch nicht dagegen sprechen. 
Einige neuere Beobachtungen scheinen mir aber doch starker fiir die 
direkte CO,-Reaktion zu sprechen: Bei Vibrio desulfuricans (BUTLIN und 
ADAMS, SISLER und ZoBELL) und bei Purpurbakterien (ROELEFSON) ist 
die autotrophe anaerobe Verarbeitung von Wasserstoff nachgewiesen, 
bei Bacillus acidi wrici (WIERINGA, BARKER u. Mitarb.) die Bildung von 
Essigsiiure und Glycocoll aus Kohlensiure und Wasserstoff. 

Die Tatsache jedenfalls, daB sich aus den obigen Ausfiihrungen fiir 
alle mikrobiologischen Stoffwechselvorgange eine gleichartige physio- 
logische Basis ergibt, scheint mir Grund genug, die sich ergebenden Aus- 
blicke weiterer, insbesondere experimenteller Priifung zu unterziehen. 


Zusammenfassung. 


Kine Priifung von Literaturangaben und theoretischen Uberlegungen 
ergab folgende Gesichtspunkte : 

Die Hohe der Bildung von Mikroorganismenmasse richtet sich nach 
dem Verbrennungswert der Kohlenstoffquelle, vorausgesetzt, daB diese 
in den Stoffwechsel des jeweiligen Organismus paBt. Die quantitative 
Feststellung des wahren Nutzwertes von C-Quellen kénnte sich als ein 
Mittel erweisen, den Gang der Verarbeitung festzustellen. 


Zwischen aerober und anaerober Atmung (Girung) ist in Hinsicht auf 
die Beziehung der Bildung von Kérpermasse zu der tatsichlich um- 
gesetzten Energie kein Unterschied. Der wahre Nutzwert (RUBNER- 
Koeffizient) ist in beiden Fiillen hoch (normales Maximum etwa 60). 


Absolut genommen ist natiirlich die Bildung von Kérpermasse bei der 
anaeroben Atmung geringer. Am giinstigsten liegt die anaerobe Essig- 
sduregirung, am ungiinstigsten die Buttersiiuregiirung. Das Uberwiegen 
von ,,gemischten‘‘ Girungen bei Bakterien, namentlich solchen mit Bil- 
dung von Kssigsiure, stellt offenbar ein Mittel dar, die Bildung von 
K6rpermasse zu erhéhen bzw. den absoluten Energiegewinn zu steigern. 
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Fir die chemoautotrophen Bakterien wird die Vorstellung gepriift, 
da der ,,Oxydationsvorgang nicht den Atmungsvorgang darstellt, 
sondern daf die CO, direkt mit dem betreffenden Stoff (H,, SH, NH, 
usw.) reagiert und dann der Luftsauerstoff gebildete organische Substanz 
veratmet. Die in der Primirreaktion wahrscheinlich hohe, in der Ge- 
samtbilanz sehr niedrige Energieausniitzung kann durch das Uberwiegen 
des Erhaltungs- iiber den Baustoffwechsel gedeutet werden. 


Damit diirfte eine einheitliche Basis fiir den Aufbaustoffwechsel der 
verschiedenen Typen gegeben sein. 


Die benutzten calorischen Daten. 


Da diese Daten haufig etwas voneinander abweichen, seien hier die Daten fiir 
Nee sae ah 
die Stoffe gegeben, die fiir die vorliegenden Berechnungen benutzt wurden. 


—AH | —AF —AH | —AF 
Bertcaseiaeqes, 3°. $s 300;4 27,0 b HOOF ag: fists (s 164,6 | 140,0 
Essigsaure Bete, le 17,2945 te SH pag cundisak os bn. « 9,4 6,5 
Athylalkohol1 .... .| 67,1 | 42,6 | NH, aq undiss. ... . | 19,4 6,3 
Plilchsiurenl gm sets) (MGI, al) 124-45\n NeOvdaetaue sue os. heau 64,3 | 58,9 
Bemonsanrescy) i wild E2151 01.6. pHe,O58 .s wimad. sale 197,6 | 178,5 
Bernsteinsiure . . . . | 224,2 | 182,7 | H,SO, gel. = SO7-. . . | 209,8 | 176,5 
Buttersiure 1... . .| 128,8! 91,5 | HNO, gel. = NO Rete: 2 25,6 8,5 
Wasser % 225.04 Peace OSs) OG, 6. PHN Ose cel-t—N Onmny eased 9, Sale. 
Ole CASt EWE Sh ac etmel|, <94,0N8 94,5 
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Zur Keimungsphysiologie von Ustilago zeae. 


Von 
HERMANN VON GUTTENBERG und INGRID STRUTZ. 


(Hingegangen am 18. Februar 1952.) 


1. Die Keimung der Brandsporen. 
a) Lateraturiibersicht. 

Die Bedingungen, die eine Keimung der Brandsporen, darunter auch die von 
Ustilago zeae, erméglichen, wurden schon von verschiedener Seite gepriift. BREFELD 
(1912) stellte fiir diesen Pilz fest, daB u. a. 5°%ige Bierwiirze, nicht zu saure Frucht- 
sifte und Pferdemist gute Substrate fiir die Keimung der Sporen sind. Eine Kei- 
mung in Wasser gelang BREFELD nur an tiberwintertem Sporenmaterial. ZELLNER 
(1910), der sich sehr eingehend mit der chemischen Zusammensetzung der Sporen 
dieses Pilzes befaBte, wies in ihnen insgesamt 24 verschiedene chemische Stoffe 
nach. Da sich darunter u.a. Fette, EiweiSkérper und Kohlenhydrate befinden, 
modchte man annehmen, da die Sporen mindestens soviel Baustoffe selbst ent- 
halten, um keimen und ein Promycel bilden zu kénnen. Dafiir spricht auch die 
Keimung in Erde. Da nun in Wasser normalerweise keine Keimung eintritt, ist zu 
vermuten, da ein Mangel an Wirkstoffen diese hier verhindert. Dem stehen aber 
neuere Angaben entgegen, in welchen behauptet wird, daB es méglich ist, die 
Keimung in ,,synthetischer‘‘ Nahrlésung ohne Beigabe von Wirkstoffen herbeizu- 
fiihren. Es handelt sich um Untersuchungen von RANKER (1930), VoLKONSKY 
(1934), Buumer (1937), ScHorpreR und Brumer (1938) und IrzmRoTT (1938). 
VoLKonsky erzielte Sporenkeimung, wenn er eine Grundnahrlosung aus anorga- 
nischen Salzen (0,1 g KH,PO,, 0,1 g MgCl,, einige Tropfen Fe,Cl, und 100 cm? 
aqua bidestill.) verwendete, der er als C- Quelle verschiedene Zucker (u. a. Xylose, 
Glucose, Maltose, Saccharose, Sorbit) und als N-Quelle Aminosauren (Cystein, 
Alanin) oder Pepton zusetzte. Er stellte fest, daB die Zucker zwar die Keimung 
und Entwicklung giinstig beeinflussen, aber nicht spezifisch wirken, da auch N- 
haltige, organische Verbindungen die Sporen zur Entwicklung des Promycels und 
der Konidien anregen. Uber den Reinheitsgrad des Zuckers werden keine naheren 
Angaben gemacht. Die N-haltigen, organischen Verbindungen konnten durch 
KNO, nicht ersetzt werden. BLUMER (1937) beobachtete ahnliches bei Ustilago vio- 
lacea. Dieser Pilz kann Asparaginséure besser ausnutzen als Ammoniumnitrat. 
Nach Votxonsxky ist das Vorhandensein von Schwefel fiir die Entwicklung para- 
sitischer Pilze unbedingt notwendig. Ustilago zeae kann seinen Schwefelbedarf aus 
S-haltigen Aminosiuren (Cystein) oder auch aus Sulfat (K,SO,) beziehen. Auch 
RANKER arbeitete mit ,,synthetischen‘‘ Nahrlésungen (nach ScHoprer und Buov- 
MER; die Arbeit selbst war uns leider nicht zuginglich). Scnoprer und BLumMER 
nahmen fiir ihre Untersuchungen folgende Nahrlésung: 100 cm* Aqua dest., 1 oder 
2 g Glucose, 0,1 g Asparagin, 0,15 g K,HPO,, 0,05 g MgSO,. Der Zucker war zwar 
zweimal umkrystallisiert worden, doch ist es hier, ebenso wie in den friher ge- 
nannten Arbeiten nicht exakt, von einer ,,synthetischen** Nahrlésung zu sprechen, 
da der Zucker nicht synthetisch hergestellt worden war. ScuopreR und BLUMER 
erkannten die Bedeutung des Vitamins B, fiir die Keimung der Sporen mancher 
Ustilagineen und teilten diese danach in folgende Gruppen: 
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1. auxo-autotrophe Arten, die sich ohne Zusatz von Aneurin entwickeln; 

2. fast vollstindig auxo-autotrophe Art, die durch Aneurin oder Pyrimidin 
schwach geférdert wird (Ustilago longissima) ; 

3. auxo-heterotrophe Art, die sich ohne Zusatz von Aneurin nicht entwickelt 
(Ustilago violacea f. sp. dianthi deltoides) ; 

4. auxo-heterotrophe Art, die auf das ganze Aneurinmolekiil angewiesen ist; 
bei Zusatz eines Gemisches von Pyrimidin und Thiazol erfolgt kein Wachstum 
(Ustilago scabiosae). 


Zu der 1. Gruppe gehoéren u. a. Ustilago zeae, Ustilago avenae, Ustilago hordet. 


IrzeroTr (1938) nimmt an, daB das Wachstum in synthetischer Nahrlésung 
deshalb méglich sei, weil der Pilz den fiir ihn ausschlaggebenden Wuchsstoff selbst 
aufbaue und durch Metallsalze den fiir ihn nétigen Co-Wuchsstoff bekomme. 
Diesem komme keine direkte Wuchsstoffwirkung zu, er verstarke nur den wachs- 
tumsférdernden EinfluB. Sie arbeitete mit einer ,,synthetischen‘‘ Nahrlésung, die 
folgende Zusammensetzung hatte: 5 g Dextrose, 0,27 g KH,PO,, 0.2 g MgSO, - 7 H,0, 
0,4 g NH,NO,, 1 Tropfen 2%ige waBrige FeCl,-Lésung, 100 cm* aqua dest. Dieser 
Nahrlésung setzte sie spiter unter anderem auch noch wuchsstoffhaltige Extrakte 
aus Maiskoleoptilen oder Maisblattern sowie Heteroauxin zu. Die Extraktion aus 
Maiskoleoptilen und -blattern wurde nach den Angaben von K. Rippet (1936) und 
Daeys (1937) ausgefiihrt. Sie stellte bei ihren Versuchen fest, daB ein Wuchsstoff- 
gemisch, wie es in den Maiskoleoptilen und -blattern vorkommt, die Entwicklung 
des Pilzes sehr giinstig beeinfluBt. AuBerdem wies sie nach, dafB Heteroauxin in 
niedriger Konzentration (10-*) die Entwicklung des Pilzes besser forderte als in 
hdheren Konzentrationen (10-1, 10-2, 10-%). Die Auxine a und b kénnen nach 
RonspokF (1935) keinen EinfluB auf Ustilago zeae in Nahrlésungen haben, weil das 
leicht oxydierbare reine Auxin (K6eL), wie sie meint, in der Nahrlésung sofort 
unwirksam wiirde. Linx (1937) stellte fest, daB Ustilago zeae in der Kulturflissigkeit 
einen Stoff bildet, der mit Zusatz von FeCl, eine Heteroauxinreaktion gibt. 


Alle genannten Untersuchungen lassen die Frage ungeklirt, wieso 
Brandsporen trotz ihrem hohen Gehalt an Reservestoffen in Wasser 
nicht keimen. Zugesetzten Aminosiiuren kénnte man zwar diese spezi- 
fische Keimung-auslésende Wirkung zuschreiben, nicht aber dem 
Zucker. Es blieb also die Méglichkeit, da& der Zucker nicht als solcher, 
sondern durch Spuren von in ihm enthaltenen Wirkstoffen die Keimung 
auslost. 


Bei unseren Untersuchungen sollte daher festgestellt werden: 


1. Wie die Sporen, die in Wasser nicht keimen, reagieren, wenn man 
diesem verschiedene Wirkstoffe zusetzt (Aminosiiuren, Nicotinsiure-. 
amid, Heteroauxin, Vitamin B,); 


2. sollte der Zucker fiir die ScHoprER-Nahrlésung einer niheren Unter- 
suchung unterzogen werden; 


3. sollte die Keimung der Sporen von Ustilago zeae und zur Kontrolle 
von Ustilago avenae und Ustilago hordei in Maispflanzen- bzw. Hafer- 
pflanzenextrakt beobachtet werden. 
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b) Methodik. 


Um ausreichendes Sporenmaterial fiir unsere Versuche zu haben, wurden Mais- 
pflanzen (Sorte Pommernmais) mit Brandsporen, die in einer Nahrlésung von 
Maisblattern gekeimt waren, infiziert. Wir erhielten so eine groBere Anzahl frischer 
Brandbeulen. Die Sporenkeimungsversuche wurden im hangenden Tropfen oder 
in kleinen Petrischalen (d = 3 cm) durchgefiihrt. Um bei méglichst konstanter 
Temperatur und unter LichtabschluB zu arbeiten, wurden die GefaBe meist in einen 
Thermostaten mit 28° + 3°C gestellt. Unter Keimung wird im folgenden die Aus- 
bildung einer Basidie mit Konidien (Basidiosporen) verstanden. Als Kontrollnahr- 
lésung fiir die Keimfahigkeit diente 5°%ige Bierwiirze nach BREFELD. Zunachst wurde 
die Keimung in Leitungswasser und aqua dest. versucht. Dem Leitungswasser wurden 
dann die verschiedenen Aminosiuren (Cystin, a-Alanin, 6-Alanin, Asparaginsiure, 
Glutaminsiure und Leucin), die uns freundlicherweise das chemische Institut der 
Universitat zur Verfiigung stellte, zugesetzt. AuBerdem wurden noch Heteroauxin, 
_ Nicotinséureamid ,,Riedel‘‘, Vitamin B, (Betaxin) und Hefeextrakt angewandt. 
In einer weiteren Versuchsserie arbeiteten wir mit einer anorganischen Nahrlisung, 
die nach den Angaben von HatgscuruH (1949) hergestellt wurde, namlich: 0,2 g 
KH,PO,, 0,12 g K,HPO,, 0,12 g MgSO,-7 H,0, 0,1 g CaCl,-6 H,O, 2 Tropfen off. 
Kisenchloridlésung, 1000 cm aqua dest. Zu dieser Lésung wurden dann die ver- 
_ schiedenen Wirkstoffe (siehe oben) zugesetzt. 


c) Versuchsergebnisse. 

1. Keimungsversuch in Leitungswasser (pq 7,4) und aqua dest. (py 6,5). 
Die Versuche wurden im Licht und im Dunkeln bei einer Temperatur von 
22° (im Licht) und 28° C (im Dunkeln) durchgefiihrt und 5 Tage lang be- 
obachtet, ohne da Keimung eintrat. 

2. Bei den Kontrollversuchen in Bierwiirze zeigte sich der normale 
Entwicklungsgang des Pilzes (Ausbildung von Basidie und Konidien). 

In Hefeextrakt zeigte sich ebenfalls gute Entwicklung, 1% ige Hefe- 
nahrlésung wirkte besser als 10% ige. 

3. Leitungswasser mit einem Zusatz von Heteroauxin hatte die in 
Tab. 1 wiedergegebenen Ergebnisse. 


Tabelle 1. Ustilago zeae. Keimung der Brandsporen in Leitungswasser mit Hetero- 
auxin (g/cm*). 


a 


Konzentration 


nach 
12 Stunden 


nach 
24 Stunden 


nach 
48 Stunden 


nach 
72 Stunden 


i 


10-4 ae —~ = — 
10-5 7 = = — 

10-6 — (+) Z +4 
10-7 -- ~ + ++ 


gekeimt. 


Es bedeutet : — keine Keimung, (++) bis 10% gekeimt, + bis 50% gekeimt, + + 75% 


Heteroauxin hatte also in der Konzentration 10-* und 10~7 eine hohe 
keimungsfordernde Wirkung. 
Um die Wirkung der Aminosiuren zu untersuchen, wurde dem 
Leitungswasser zunachst ein Gemisch der oben genannten zugesetzt. An 
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ihm zeigte sich gute Keimung (809,). Um festzustellen, welche die aus- 
schlaggebende Aminosiure ist, wurden die Aminosaéuren getrennt unter- 
sucht. Ferner wurden auch Versuche mit Vitamin B, durchgefiihrt. 

Da Cystin in Wasser nicht loslich ist, wurde eine Aufschwemmung 
hiervon hergestellt. Es zeigt sich hierin die beste Keimung im Vergleich 
zu den anderen Aminosduren (75%). Das mag daran liegen, daB Cystin 
schwefelhaltig ist und nach VoLKoNSKy Schwefel einen wichtigen Wachs- 
tumsfaktor fiir Ustilago zeae darstellt. 


Tabelle 2. Ustilago zeae. Keimung der Brandsporen in 1. Asparaginsdure, 2. %-Alanin, 
3. B-Alanin, 4. Leucin, 5. Glutaminséiure, 6. Nicotinsdureamid, 7. Vitamin B,. 
Diese Stoffe waren in den Konzentrationen 10-1 bis 10~* zugesetzt worden. 


Zusatzstoffe Konzentration 103 | 1037 hie 10-5 10;* 10° 1077 

Asparaginsaure — = ss 
o-Alanin . 5% | 
joU NEW aa Lewes veh Grade Ge wie So — |} 25%.| 25% | 25% 
GUGINO tue sk. tae ee oie -= — — = — — = 
Glutaminséure. . ...../)] — | 25% | 25% | 25% | — — -- 
Nicotinsaureamid ..... | 259% | 30% | Tacos ierare 
Vitamins Bao age skeee Saar — — “| 15% |. 20% 


Wie aus der Tab. 2 hervorgeht, hatte Nicotinsiureamid den weitaus 
groBten Erfolg, und zwar in der gleichen Konzentration wie Heteroauxin, 
namlich 10~* bis 10-7. Daneben hatten in bedeutend héherer Konzentra- 
tion auch f-Alanin und Glutaminsiure eine gewisse Wirkung; die von 
Vitamin B, war sehr gering. Fiir die Entwicklung der Brandsporen von 
Ustilago zeae ist also offenbar das Heteroauxin-Nicotinsiuresystem von 
ausschlaggebender Bedeutung. Beides sind Tryptophanabkémmlinge; 
das Heteroauxin entsteht tiber Indolbrenztraubensiure — Indolacet- 
aldehyd, die Nicotinsiure iiber Kynurenin und 3-Hydroxyanthranyl- 
sdure; BEADLE, MircueLti und Nyc (1947) sowie MrrcHELL und Nyc 
(1948) fanden diese Zwischenprodukte bei Newrospora. Es ist sehr be- 
merkenswert, dafs das gleiche Doppelsystem auch besonders giinstigen 
Kinflu8 auf das Wachstum isoliert kultivierter Wurzelspitzen besitzt. 
Nach Gaston (1949) wird durch Kombination von Indolessig- und 
Nicotinsaure die Wurzelentwicklung von Erbsenepikotylen am Licht 
stark gefordert, das Wachstum von SpargelsproBspitzen dagegen im 
Dunklen gehemmt (Gaston 1947). Die geringe Wirksamkeit des 
Vitamin B, war nach den Untersuchungen ScuHorrers nicht iiber- 
raschend, Offenbar besitzen die Maisbrandsporen dieses Vitamin in 
annihernd ausreichender Menge selbst. Es ware indessen zu priifen, wie 
sich die tibrigen Ustilagineen verhalten, wenn ihnen wirkstoffreier 
Zucker zugesetzt wird. 
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In einer weiteren Versuchsreihe wurden der anorganischen Nahrlésung 
von HaLsscutTH (1949) ebenfalls Glucose, Pepton, die oben genannten 
Aminosauren, Heteroauxin, Nicotinsiureamid und Vitamin B, zugesetzt. 
Bei emem Zusatz von Glucose oder Pepton war eine gute Entwicklung zu 
verzeichnen (Basidie und Konidien). Die Ergebnisse mit Wirkstoffen 
unterschieden sich nicht von den Versuchen, in welchen nur Leitungs- 
wasser verwendet wurde. 

ScHOPFER und BiumeER (1938) geben, wie schon erwihnt, an, ihre 
Versuche in synthetischer Nahrlésung ausgefiihrt zu haben. Der Zucker, 
den sie fiir ihre Niahrlésungen gebrauchten, war zwar zweimal um- 
krystallisiert, aber nicht weiter gereinigt worden. Somit besteht die 
Moglichkeit, da& dieser Zucker noch Spuren von Wirkstoffen enthielt 
und dafs diese die Keimung von Ustilago zeae erméglichten. Um hieriiber 
Klarheit zu bekommen, wurden Untersuchungen mit Glucose ver- 
schiedener Herkunft unternommen. Zunichst arbeiteten wir mit 
Traubenzucker in Ampullen (Deutsche Maizenawerke, Hamburg), weil 
dieser mindestens einmal umkristallisiert ist. In einer 10% igen Lésung 
(diese Konzentration erwies sich als optimal) war 50—75% ige Keimung 
zu verzeichnen. Daraufhin wurde die Zuckerlésung mit Chloroform und 
Ather ausgeschiittelt. Wahrend nach der Behandlung mit Chloroform 
50% ige Keimung auftrat, unterblieb die Keimung nach Behandlung mit 
peroxydfreiem Ather vollkommen. Hieraus folgt, daB nicht der Zucker 
selbst, sondern in ihm enthaltene atherlésliche Wirkstoffe, vermutlich 
Heteroauxin, die Keimung auslésen. Um dies weiter zu verfolgen, wurden 
noch Versuche mit anders gewonnener Glucose angesetzt. Wir ver- 
wendeten ,,Holzzucker“ der Deutschen Bergin A. G. fiir Holzhydrolyse 
(Mannheim-Rheinau) und ,,Saccharum amylum“ von der chemischen 
Fabrik E. Merck (Darmstadt)!. Das Ergebnis war: I. Leitungswasser und 
10% ,,Holzzucker‘‘ — keine Keimung; IT. Leitungswasser und 10% 
,Sacch. amyl.‘‘ — keine Keimung. Nun setzten wir der ScHoprsrschen 
Nahrldsung die verschieden gewonnenen Zucker zu und erhielten 
 folgendes Ergebnis. 


I. Nahrlésung ++ Handelsglucose 100% Keimung, 
II. Nahrlésung + Ampullenzucker 50—75% Keimung, 
IlI. Nahrlésung + mit Ather ausgeschiittelte 
Handelsglucose 10% Keimung, 
IV. Nahrlésung ++ mit Ather ausgeschiittelter 
Ampullenzucker keine Keimung, 
-V. Nahrlésung + Holzzucker keine Keimung, 


VI. Nahrlésung + Sacch. amyl. keine Keimung. 


1 Wir danken der Zellstoffabrik Waldhof fiir die freundliche Uberlassung dieser 


Substanzen. 
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Aus diesen Versuchen ist klar ersichtlich, daB der Reinheitsgrad des | 
Zuckers fiir die Keimung von Ustilago zeae ausschlaggebend ist. 

Den Nihrlésungen, in denen keine Keimung aufgetreten war, wurde | 
noch Heteroauxin 10-* und Vitamin B, 10-* zugesetzt. Bei Zusatz von — 
Heteroauxin war eine 75—80% ige Keimung zu verzeichnen, wahrend bei 
Zusatz von Vitamin B, wiederum nur Keimung bis zu 15% auftrat. 

In weiteren Versuchen wurden der Nahrlésung neben ungereinigter, 
keimungsauslésender Glucose noch verschiedene Hemmstoffe und 
Mitosegifte zugesetzt (Cumarin, 2,4-Dichlorphenoxyessigsaures Na, 2,4,5- 
Trichlorphenessigsaures Na, sowie Colchicin, Trypaflavin, Rivanol und 
Chinosol). 


Das Ergebnis war: 


I. Nahrldsung + Cumarin 10-3 bis 10-° keine Keimung, 
II. Nahrlosung + 2,4-Dichlorphenoxyessig- 

saures Na 10-4 keine Keimung, 

III. Na&hrlésung + 2,4,5-Trichlorphenoxyessig- 
saures Na 10-3, 10-4 keine Keimung, 
IV. Nahrlosung + Colchicin 10-% bis 10-® keine Keimung, 
V. Nahrlésung + Trypaflavin 1 : 1000 keine Keimung, 
VI. Nahrlésung + Rivanol 1 : 1000 keine Keimung, 
VII. Nahrlésung + Chinosol 1 : 1000 keine Keimung. 


Alle Stoffe verhinderten also die Keimung vollstiindig. Demnach miiBte 
besonders Dichlorphenoxyessigsiure neben ihrer herbiciden auch eine fiir 
Getreide vorteilhafte fungicide Wirkung haben. 

Bekannt ist, daf& Ustilago zeae nur Zea Mays befallt. Wie schon 
IrzERoTT (1938) angegeben hat, ist ein Maispflanzenextrakt fiir die Ent- 
wicklung von Ustilago zeae sehr giinstig. Es fehlt dagegen der Nachweis, 
ob es sich dabei um eine spezifische Wirkung handelt. Um dariiber Klar- 
heit zu gewinnen, kultivierten wir die Sporen nicht nur auf Extrakt von 
Maisblaittern sondern auch auf Haferpflanzenextrakt. Die Extrakte 
wurden folgendermafen hergestellt: 30 g 3 Wochen alte Mais- und 
Haferpflanzen wurden 15 min in 300 cm? Leitungswasser ausgekocht. 
Der Saft wurde filtriert und sterilisiert. Das Ergebnis war: 


Maispflanzenextrakt 100% ige Keimung, 
Haferpflanzenextrakt 10% ige Keimung. 
Zur Kontrolle wurde auferdem noch die Keimung von Ustilago 
avenae und Ustilago hordei in diesen Extrakten untersucht. Es ergab sich: 
1. Ustilago avenae 


Maispflanzenextrakt 25% ige Keimung, 
Haferpflanzenextrakt 100% ige Keimung. 
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2. Ustilago hordet 


Maispflanzenextrakt 20% ige Keimung, 
Haferpflanzenextrakt  30°ige Keimung. 


Daraus geht hervor, da8 Maisblatter einen spezifischen keimungs- 
fordernden Stoff fiir Ustilago zeae enthalten, wobei allerdings die Még- 
lichkeit nicht ausgeschlossen wird, daB Hafer und auch andere Pflanzen 
einen diesen Pilz hemmenden Stoff besitzen. Da die Infektion der Mais- 
pflanzen direkt durch auf ihnen keimende Brandsporen erfolgen kann, 
ist anzunehmen, da diese Spezifitat dafiir ausschlaggebend ist, daB 
solche Sporen andere Pflanzen nicht infizieren kénnen. 


2. Untersuchung der Basidiosporen von Ustilago zeae und Ustilago 

ayenae in Mais- und Haferpflanzenextrakt. 

Die Basidiosporen von Ustilago zeae kopulieren nach RAwITSCHER 
in der Wirtspflanze, in der sie zuniachst eine Art Einkernmycel bilden; 
auBerhalb der Pflanze ist es bisher noch nicht gelungen, die Basidio- 
sporen zur Kopulation zu bringen. Es wurde nun eine Nahrlésung her- 
gestellt, von der angenommen wurde, da8 sie ungefaéhr den Bedingungen 
in der Pflanze entsprach: 3 Wochen alte Maispflanzen wurden gewaschen, 
durch einen Wolf gedreht, zentrifugiert und filtriert. Die Lésung wurde 
dann an drei aufeinanderfolgenden Tagen 20 min im Dampftopf sterili- 
siert. In derselben Weise wurde auch ein Extrakt aus Hafer hergestellt. 
Die Weiterentwicklung beobachteten wir im hangenden Tropfen. Gleich- 
zeitig wurden auch die Basidiosporen von Ustilago avenae untersucht, 
die auBerhalb der Pflanze kopulieren. Wir erhielten dabei folgendes Er- 
gebnis: : 

Eine Kopulation der Basidiosporen von Ustilago zeae trat nicht ein. 
Wahrend sich aber im Maisextrakt die Basidiosporen gut vermehrten 
(100%), war die Vermehrung im Haferextrakt sehr gering (15—20%). 

Im Haferextrakt kopulierten die Basidiosporen von Ustilago avenae 
100% ig, dagegen im Maisextrakt nur bis zu 25%. Somit dirften auch 
fiir die Entwicklung der Basidiosporen spezifische Stoffe von Bedeutung 
sein. Die Kopulation der Basidiosporen des Haferbrandes wird durch 
den Maisextrakt offenbar gehemmt. Es ist anzunehmen, dafi dies eine 
Erklarung dafiir abgibt, daB die Basidiosporen verschiedener Ustilagi- 
neen nur bestimmte Wirtspflanzen zu infizieren vermogen. 


3. Der Gallenwuchsstoff. 
Es ist bekannt, daB® sich an Pflanzenteilen, die von Pilzen befallen 
sind, gréBere Wuchsstoffmengen nachweisen lassen, als an normalen. 


ZIMMERMANN untersuchte die verunstalteten Sprosse von Huphorbia cyparissias 
und fand in den SproBspitzen und Knospen erhéhten Wuchsstoffgehalt. Auch bei 
13* 
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der Tumorbildung durch Pseudomonas tumefaciens spielt Heteroauxin eine Rolle 
(AppLER, 1951). Entsprechendes wurde auch an Pflanzenteilen beobachtet, die 
von tierischen Parasiten befallen sind. So ergaben sich erhéhte Wuchsstoffwerte 
an Populus tremula, wenn diese von Hexenbesen befallen ist, die hier durch eine 
Gallmiicke (Eriophyes dispar) hervorgerufen werden. Dies beweist, daB der Schma- 
rotzer dem Wirt nicht nur Nahrstoffe entzieht, sondern da durch den Befall 
auch eine Anderung im Wuchsstoffgehalt eintritt. Ob nun der Schmarotzer nur 
einen Reiz auf die Pflanze ausiibt, der Wuchsstoffbildung zur Folge hat, oder ob er 
einen Stoff ausscheidet, der hierfiir ausschlaggebend ist, bleibt unentschieden. 
Link schreibt (1937): ,,The observation that fungi and bacteria that incite galls 
produce heteroauxin suggests the hypothesis that heteroauxin or other hetero- 
auxones play important rolls in the production of galls by parasits. Studies are 
underway to determine wether Erwinia amylovora, Phytomonas rhizogenes, Rhizo- 
bium phaseoli, Taphrina deformans, or other species of Taphrina, and Ustilago 
zeae produce heteroauxin or other heteroauxones in culture. Possibly mycorrhizal 
fungi serve their host by the formation of heteroauxones.“ 


Link (1937) hatte die Bildung von Heteroauxin in den Gallen von 
Ustilago zeae nachgewiesen, indem er die Extrakte nach der Eisen- 
chlorid-Farbmethode priifte. Von uns wurde die Bildung von Hetero- 
auxin in Ustilago zeae mit Hilfe des Avenatestes, der von ihm nicht 
durchgefiihrt wurde, tiberpriift. Zu diesem Zweck wurden die Beulen 
nach der Methode von LiyssEr (1939) mit hei&em Alkohol extrahiert und 
an Haferkoleoptilen (Siegeshafer) nach der Methode von WENT (1928) 
getestet. 


Die Testversuche wurden im Dunkelhaus bei einer Temperatur von 23° C aus- 
gefiihrt. Die Extraktion wurde folgendermafBen durchgefiihrt: 10 g Maisbrand- 
beulen wurden mit 50 em’ Alkohol (96%) 2 Std lang am RiickfluBkiihler extrahiert. 
Der Riickstand wurde nochmals 1%, Std lang mit Alkohol ausgezogen und ab- 
gedampft. AnschlieBend wurden zur Entfernung des Restalkohols 2,5 cm3 Wasser 
zugesetzt und ebenfalls abgedampft. Der Riickstand wurde schlieBlich mit 2,5 em? 
Wasser aufgenommen. 1 cm* Extrakt wurde mit der gleichen Menge 3%igem Agar 
zusammengeschmolzen. Auf einer Glasplatte 2,5 x 2,5 em wurden 0,65 em® dieser 
Mischung ausgegossen. 

Zur niheren Identifizierung des Wuchsstoffes wurde der Extrakt mit dem- 
Erbsenenzym von Tan@ und BonnER (1947) behandelt. Die Herstellung des Erbsen- 
enzyms erfolgte nach den Angaben der genannten Autoren in nachstehender Weise: 
Die Erbsen wurden angekeimt, eingetopft und im Dunkelhaus bis zu 5 em wachsen 
gelassen. Ungefihr 5 g Erbsenepikotyle lieBen wir 4% Std auf einer Eis-Kochsalz- | 
mischung bis — 8° gefrieren. In einem Morser wurde das Gefrorene zerrieben und. 
mit 50 cm*® Wasser aufgenommen. 24 Std blieb diese Mischung bei einer Temperatur, 
von + 4° C stehen. 1 cm’ des zu untersuchenden Extraktes wurde mit 1 em3 
Erbsenenzym 5 Std in den Thermostaten (35—39°) gestellt, dann mit Agar auf- 
genommen und getestet. Durch das Erbsenenzym wird Heteroauxin vernichtet 
oder wenigstens inaktiviert. 


Der Extraktagar bewirkte nach 2144,—3 Std eine negative Kriimmung 
der Haferkoleoptile von durchschnittlich 15°. Der mit Erbsenenzym’ 
behandelte Extrakt ergab keinerlei Kriimmung. Es wurde auch reines. 


Sporenmaterial in Agar aufgenommen. Die Testung nach 5 Std ergab 
eine negative Kriimmung von 10—13°. in 


© 
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Aus den Versuchen ergibt sich, daB in den reifen Beulen und in den 
Sporen von Ustilago zeae ein Wuchsstoff aus der Auxingruppe vor- 
kommt, der durch Erbsenenzym zerstért wird. Da das Erbsenenzym 
Heteroauxin spezifisch inaktiviert, muB es sich in den Beulen um dieses 
handeln. Dies wiirde mit den Untersuchungen von Linx iiberein- 
stimmen. 

Es iiberrascht, daB die Brandsporen selbst Heteroauxin besitzen und 
trotzdem nur keimen, wenn man ihnen solches zusetzt. Man muB also 
annehmen, da entweder die eigenen Heteroauxin-Mengen nicht aus- 
reichen, oder daB dieser Stoff erst bei der Extraktion aktiviert (befreit) 
wird. 


Zusammenfassung. 


Leitungswasser, in dem die Sporen von Ustilago zeae nicht keimten, 
wurden verschiedene Stoffe (Aminosiuren, Heteroauxin, Nicotinsdure- 
amid und Vitamin B,) zugesetzt, um zu priifen, ob diese die Keimung be- 
einflussen. Die besten Wirkungen wurden mit Heteroauxin und Nicotin- 
sdureamid erzielt, wahrend Asparaginsdéure und Leucin keinen HinfluB 
hatten. 

Bei den Untersuchungen stellte sich weiter heraus, daB der Reinheits- 
grad des verwendeten Zuckers bei der Keimung der Sporen von aus- 
schlaggebender Bedeutung ist. Einige im Handel befindliche Glucose- 
sorten bewirken Keimung ohne Wirkstoffzusatz. Werden diese Zucker 
aber mit Ather gereinigt, so tritt keine Keimung mehr ein. Es werden 
wirkstoffreie Glucosepraparate angegeben. Die Versuche von SCHOPFER 
und BiumeErR, bei denen Brandsporen-Keimung ohne Wirkstoffzugabe 
erfolgte, erkliren sich offenbar aus der Verwendung ungereinigter 
Zucker. 

Da die Brandsporen von Ustilago zeae auf Maispflanzenextrakt, nicht 
aber auf Haferpflanzenextrakt, gut keimten, ist anzunehmen, daB Zea 
Mays einen keimungsauslésenden Stoff fiir sie enthalt. 

Die Kopulation der Basidiosporen auerhalb der Wirtspflanze in 
einem Extrakt aus Maisblattern gelang nicht, doch wurde nachgewiesen, 
daB sie sich hierin stark vermehrten, nicht aber in Haferpflanzenextrakt. 
Umgekehrt kopulierten Basidiosporen von Ustilago avenae nicht in 
Maisextrakt, wohl aber in Haferextrakt. 

Es ist also anzunehmen, da8 die spezifische Infektion einzelner Pflan- 
zen durch bestimmte Brandpilze darauf beruht, daB die Wirtspflanzen 
spezifische keimungsférdernde Substanzen besitzen, die den andern 
Pflanzen fehlen. Méglicherweise verhindern solche auch durch Hemm- 
stoffe die Keimung ,,artfremder“ Sporen. 

Der Wuchsstoff der Gallen und Brandsporen ist Heteroauxin. 
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Zur Kenntnis von Torulopsis Pintolopesii sp. nov. 


Mit Beobachtungen iiber die parasitiire Phase 
von Acladium Castellanii Pinoy*. 


Von 
N. VAN UDEN. 
Mit 1 Textabbildung. 


(Hingegangen am 21. Februar 1952.) 


Parasitire Phase von Acladium Castellanii und Herkunft 
von Torulopsis Pintolopesii. 

Der Erreger der nordamerikanischen Blastomykose, Blastomyces dermatitidis 
und der Erreger der siidamerikanischen Blastomykose, Paracoccidioidis brasiliensis 
haben, wie Conant und Howe. gezeigt haben, groBe Ahnlichkeit miteinander. 

- Beide Arten haben im Gewebe sowie in Kultur bei 37° C die Form und die Wachs- 
tumsweise von Hefen; in Kultur bei Zimmertemperatur sind beide filamentés und 
zeigen weitgehende morphologische Ubereinstimmung (makroskopisches Aus- 
sehen der Kultur; Form, GroBe und Ansatzweise der Konidien u.a.); bei beiden 
Arten verwandelt sich die hefeahnliche in die filamentése Form oder umgekehrt, 
je nach der Temperatur, welcher die Kultur ausgesetzt ist. Conant und Howsiu 
haben deswegen beide Arten in ener Gattung, namlich Blastomyces, untergebracht 


Nun war uns aufgefallen, daf A. Castellanii, der Erreger der von 
CASTELLANI beschriebenen Akladiose, in Kultur bei Zimmertemperatur 
eine groBe Ahnlichkeit mit B. dermatitidis und B. brasiliensis aufweist 
(makroskopisches Aussehen der Kultur; Form, Gro8e und Ansatzweise 
der Konidien u. a.). Von der Arbeitshypothese ausgehend, dab A. Castel- 
lanii zur selben Gattung wie die Erreger der nord- und siidamerika- 
nischen Blastomykose gehéren kénnte, untersuchten wir einen Stamm 
(Nr. 2101, erhalten von CasTELLANt) dieses Pilzes auf sein Verhalten 

in Kultur bei 37° C und im Tierkorper. 


Von einer 3 Wochen alten Kultur wurden Subkulturen auf verschiedenen Nahr- 
medien gemacht (Sabouraudagar, Sabouraudagar mit 0,5% Fleischextrakt bzw. 
mit 0,5% Hefeextrakt) und bei 37° C bebriitet. Der Pilz behielt jedoch unter 
diesen Wachstumsbedingungen den filamentésen Habitus bei und es konnte nicht 
die geringste Tendenz zu einem hefeartigen Wachstum, beobachtet werden. Sub- 
kulturen, welche durch 6 Generationen in 2wéchigen Intervallen gemacht und 
auf den genannten Nahrmedien bei 37°C wachsen gelassen wurden, zeigten eben- 
falls nur die filamentdse Morphologie. Die Kolonien auf Sabouraudagar waren 
meist glatt, glanzend, cerebriform, gelb, von derber Konsistenz und sahen den 
Kolonien gewisser Stamme von B. brasiliensis mit geringer Neigung zu hefeartigem 
Wachstum bei 37° C (Savazar Letts und R&) tauschend ahnlich. 


* Die Durchfiihrung dieser Arbeit wurde durch die finanzielle Unterstiitzung 
des ,,Instituto Para A Alta Cultura“ (Lissabon) ermdglicht. 
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Eine bei 37° C auf Sabouraudagar gewachsene, 3 Wochen alte Kultur wurde in | 
steriler, physiologischer Kochsalzlésung verrieben. Von der so erhaltenen Sus- 
pension spritzten wir 10 erwachsenen Mausen je 1 cm* intraperitoneal ein. Die 
Tiere wurden nach 3 Wochen geopfert. Bei 6 Tieren fanden sich makroskopisch 
erkennbare pathologische Veranderungen vor. Unter der Diinndarm-, der Leber- 
und der Milzserosa, sowie im Innern des Leber- und Milzparenchyms befanden sich 
linsen- bis kleinerbsengroBe, annahernd runde, ziemlich scharf begrenzte, grau- 
gelbe, derbe Herdchen, die nach Einschneiden einen diinnfliissigen, graugelben, 
mit kisigen Kriimeln untermischten Eiter entleerten. In Kalilaugepraparaten dieser 
Herdchen gelangten lange, verzweigte, septierte, 2—3 y breite Hyphen zur Be- 
obachtung; hefeahnliche Zellen konnten wir auch hier nicht auffinden. 

Von allen Tieren wurden normal aussehende Leber- und Milzteile 
sowie Material der Krankheitsherde entnommen und auf Sabouraudagar 
bei 37° C bebriitet. Nach ungefihr 14 Tagen waren um die meisten den 
Krankheitsherden entnommenen Inokula Pilzkolonien gewachsen, die 
sich als A. Castellanii identifizieren lieBen. Das Wachstum in diesen 
Kolonien war ginzlich filamentds. 

Dagegen waren in allen Rodhrchen, die mit dem von 3 bestimmten 
Tieren stammenden Material (ausschlieBlich Leber- und Milzgewebe) 
beschickt worden waren, bereits nach 24 Std ginzlich aus Hefezellen 
bestehende Kolonien gewachsen. Von diesen 3 Tieren hatten sich nur 
bei einem die bereits beschriebenen pathologischen Veranderungen ge- 
zeigt (in der Milz); um das von diesen Veranderungen stammende Ma- 
terial traten auf Sabouraudagar ebenfalls diese Kolonien auf, aber nach 
einigen Tagen wurde auBerdem an einer Stelle ein filamentéses Wachs- 
tum erkennbar, das sich zu einer typischen A. Castellanii-Kolonie ent- 
wickelte. 

Mit der Moglichkeit rechnend, in diesen aus Hefezellen bestehenden 
Kolonien die parasitare, hefeihnliche Phase von A. Castellanii gefunden 
zu haben, legten wir, in der Hoffnung, eine Umwandlung in die fila- 
mentése Wachstumsweise beobachten zu kénnen, Subkulturen auf Sa- 
bouraudagar bei Zimmertemperatur an. Die Subkulturen zeigten aber 
tiberraschenderweise keinerlei makroskopisch erkennbares Wachstum. 
Da sich in den Primiirkulturen, die ja ebenfalls auf Sabouraudagar an- 
gelegt worden waren, die Ausdehnung der Kolonien auf die unmittelbare- 
Umgebung der Inokula beschrankte, muBte an einen essentiellen Wachs- 
tumsfaktor (etwa ein Vitamin oder eine Aminosdure) gedacht werden, 
der wohl in den Leber- und Milzteilchen, jedoch nicht im Sabouraudagar 
vorhanden ware. Subkulturen, die daraufhin auf Sabouraudagar mit 
Zusatz von 0,5% Fleischextrakt und 0,5% Hefeextrakt bei Zimmer- 
temperatur angelegt wurden, gingen jedoch ebenfalls nicht an. Bei 37° C 
aber zeigten Subkulturen auf Sabouraudagar mit Fleisch- und Hefe- 
extrakt bereits nach 24 Std eine gute Entwicklung, wiihrend auf dem 
zusatzlosen Sabouraudagar auch nach 3 Wochen Bebriitung noch kein 
Wachstum zu bemerken war. 
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Die Morphologie dieses Pilzes blieb in allen Subkulturen die einer 
Hefe, und auch in alten Kulturen (bis 3 Monate alt) konnte nie eine 
Umwandlung in die filamentése Wachstumsweise beobachtet werden. 
Dies, im Verein mit den besonderen Anspriichen dieses Pilzes in bezug 
auf Temperatur und Ernahrung, lie8 uns die Hypothese verwerfen, es 
mit der eventuellen parasitaéren, hefeihnlichen Phase von A. Castellanii 
zu tun zu haben. 

Hs lipt sich somit sagen, daB der von uns untersuchte Stamm von Acla- 
dium Castellanii, im Gegensatz zu Blastomyces dermatitidis und B. brasi- 
hensis, mit welchen Pilzen er in Kultur bei Zimmertemperatur groke mor- 
phologische Ahnlichkeit hat, immer filamentis ist und weder in den Ge- 
weben der weifken Maus, wo er bedeutende pathologische Verdnderungen 
hervorruft, noch in Kultur bei 37° C den Habitus einer Hefe annimmt. 

Die Hefe, die wir im Rahmen dieser Untersuchung von den Lebern 
und Milzen dreier mit A. Castellanii infizierten weiBen Mausen isolierten, 
stellt eine neue Art dar, fiir welche wir den Namen Torulopsis Pintolopesii 
vorschlagen. Ihre Beschreibung und systematische Einordnung soll an- 
schlieBend vorgenommen werden. 


HKigenschaften von T. Pintolopesii. 


Der untersuchte Stamm. 

Fiir die Untersuchung bestimmten wir ganzlich willkirlich emen Stamm, der 
von der Leber desjenigen Tieres isoliert worden war, welches bei der Sektion 
pathologische Veranderungen gezeigt hatte. Um die Reinheit dieses Stammes 
sicherzustellen, wurde etwas Zellmaterial in sterilem Wasser suspendiert, ein Tropfen 
dieser Suspension in einer Petrischale mit geeignetem Nahrmedium ausgestrichen, 
und nach 24 Std eine gut isolierte Kolonie weitergeztichtet; diese Prozedur wieder- 
holten wir 4mal. 

Sporenbildung. Eine Bildung von Askosporen oder Basidiosporen 
(bzw. Ballistosporen) konnten wir nicht feststellen. 

Pseudomycel trat ebenfalls nicht in Erscheinung. 

Ernéhrungsbedirfnisse. Auf den folgenden von uns versuchten 
Nahrbéden vermag 7. Pintolopesii nicht zu wachsen: Sabouraudagar 
(d-Glucose 4%, Pepton 1%, Agar 2%); Wasser mit 2% d-Glucose und 
1% Pepton; Karotte (manchmal ein geringes Wachstum); Kartoffel; 
Kartoffelwasser. Ausgezeichnetes Wachstum erfolgt auf Sabouraudagar 
mit Zusatz von 0,5% Hefeextrakt (Difco) oder 0,5% Fleischextrakt 
(Difco). Bei einem Zusatz von 0,1% Hefeextrakt ist das Wachstum 
etwas geringer. 

T. Pintolopesii braucht also fiir ihr Wachstum eine Substanz (oder 
vielleicht mehrere Substanzen), welche nicht in Pepton, wohl aber in Hefe- 
und Fleischextrakt vorhanden ist. Von dieser Substanz 1aé8t sich zur Zeit 
nur sagen, daB sie thermostabil (wird sie doch bei der Sterilisierung des 
Nahrbodens wahrend 1% Std auf 120° C erhitzt) und wasserloslich ist. 
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Temperaturbediirfnisse. Um AufschluB tiber die Abhangigkeit des Wachs- 
tums von der Temperatur zu bekommen, ziichteten wir die Hefe bei verschiedenen 
Temperaturen in einem fliissigen Nahrmedium; das erfolgte Wachstum wurde dann 
nephelometrisch festgestellt. Das Nahrmedium bestand aus Wasser mit 2% d-Glu- 
cose, 1% Pepton, 0,5% Hefeextrakt und 0,5% Fleischextrakt; es wurde in Mengen 
von 13 cm? in Reagensrohrchen abgefiillt. Nach 72 Std Bebriitung wurde der von der 
Hefe gebildete Bodensatz in Suspension gebracht und die Triibung mit einem photo- 
elektrischen Colorimeter ,,Lumetron‘‘ gemessen. Die zu den verschiedenen Inku- 
bationstemperaturen gehérenden Werte sind aus der Tab. 1 ersichtlich. Da die 
Zahlen die Lichtdurchlissigkeit der Suspension in Prozenten ausdriicken, sind 
sie um so niedriger, je stairker die Triibung und damit das Wachstum ist. (Die 
Zahlen der Tab. 1 sind niedriger als die der Tab. 2, weil unterschiedliche Nahr- 
lésungen verwendet wurden. Die Nahrlésung der Tab. 1 war viel dunkler, so daB 
bereits der Nullwert niedriger lag; auBerdem war sie nahrungshaltiger, so daB 
stiirkeres Wachstum eintreten konnte.) 


Tabelle 1. Abhdngigkeit des Wachstums von der Temperatur. Die Zahlen sind ein 
Maf fiir die Lichtdurchlissigkeit der Nahrldsung mit der gewachsenen Hefe in Sus- 
pension. Mw. == Mittelwert. 


be- 25° C 26° C 27°C 28° C 30°C 87°C 40°C 41°C 42°C 45° C 
impft 
48 48 48 45 24 14 16 15 44 43 44 
49 49 48 43 24 15 16 16 45 44 46 
49 47 49 45 23 15 16 14 46 46 44 
48 49 48 45 23 17 16 14 45 43 43 
48 47 47 46 23 15 16 15 44 44 44 
48 48 48 45 23 15 16 16 46 44 45 
Mw. Mw. | Mw. | Mw. | Mw. | Mw. | Mw. | Mw. | Mw. | Mw. | Mw. 
48,3 48 48 44,8 | 28,3 | 15,2 16 15 45 44 44,3 


Es ergab sich somit, daB 7’. Pintolopesii itber 40° C und unter 28° C 
nicht zu wachsen vermag; zwischen 30° und 40° C ist das Wachstum 
gleichmaBig gut; wenn die Temperatur von 30° auf 27° C gesenkt wird, 
nimmt das Wachstum von maximal auf null ab. 

Ks trat' unter unseren Versuchsbedingungen keine eigentliche Opti- 
maltemperatur in Erscheinung. Man beachte, daB die Temperatur- 
spanne sehr klein ist; dies diirfte mit der genotypisch festgelegten An- 
passung von 7’. Pintolopesii an die Kérpertemperatur der Maus in Zu- 
sammenhang stehen. 


Mikroskopische Morphologie. Nach 24 Std Wachstum bei 35° C 
in einer N&éhrlésung mit 2% d-Glucose, 1% Pepton und 0,1% Hefeextrakt 
findet man ovale, (4—5) x (5—7)  messende Zellen, welche kleinere und 
grofere, meist verzweigte SproBverbiinde bilden (Abb. 1). Die Ver- 
zweigung der SproBverbinde zeigt, dab multipolare Sprossung vorliegt. 
Nach langerer Wachstumszeit (2—3 Tagen) in dieser Nihrlésung treten 
auch runde Zellen auf; sonst tritt keine Anderung der Morphologie ein. 
Nach 3 Tagen Wachstum bei 35° C auf Sabouraudagar mit Zusatz von 
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0,5% Hefeextrakt findet man ovale und runde, (4—6) x(5—8) w mes- 
sende Zellen, welche einzeln, zu zweien oder in kleinen SproBverbinden 
auftreten. Manche Zellen besitzen eine stark lichtbrechende, bis 0,7 lu 
messende Membran; wenige dieser Zellen, und zwar runde, haben einen 
Durchmesser bis zu 15 w. 


Makroskopische Morphologie. In einer Nihrlésung mit 2% d- 
Glucose, 1% Pepton und 0,1% Hefeextrakt bilden sich bereits in den 
ersten 24 Std ein Bodensatz und ein ganz diinner Wandbelag. Eine 
Haut oder ein Ring werden auch spater nicht gebildet und Triibung 
tritt ebenfalls nicht ein. Nach 30 Tagen Wachstum 
bei 35° C auf Sabouraudagar mit Zusatz von 0,5% Ws 
Hefeextrakt ist die Strichkultur cremefarbig, 
weich, glinzend, glatt, an den Randern oft leicht 
gekrauselt. 

Alkoholgérung. Fiir den Nachweis der Gasbildung 


verwendeten wir die Methode von LANGERON und GUERRA p 
in der Modifikation von PEREIRO MigueEns. Da wir die Ver- © 


suche bei 35° C vornahmen, muBte das Paraffindl in der 
Paraffin-Paraffindlmischung reduziert werden (10 Tropfen 
auf 30 g Paraffin), weil sonst die Mischung zu weich wurde. 

Zur Kontrolle priiften wir die Gasbildung auch mit Dur- 

hamrohrchen und erhielten damit dieselben Ergebnisse. Die we 


Nahrldsung enthielt 1% Pepton, 0,1% Hefeextrakt und 2% 
des jeweiligen Zuckers. Nach 5 Tagen Inkubation bei 35° C 


i 


wurde die Gasbildung festgestellt. Wenn sich nach 24Tagen _ ee 
noch keine Gasbildung feststellen lieB, wurde auf Abwesen- — yerzweigter SproBverband 
heit des Vermégens zur Gasbildung geschlossen. aus einer 24 Std alten Kul- 


F 7 .. turin einer Nahrlésung (s. 
Es ergab sich, daB d-Glucose von 7’. Pintolopesii Text) pei 35° C. von T. 


vergoren wird, wahrend d-Galaktose, Saccharose, Polopesit. Anilinblaufér- 
Z bung. Mikrophotographie. 


Maltose und Lactose von dieser Hefe nicht vergoren Vergr. -++ 1400 fach. 
werden. 


C-Assimilation. Zur Priifung des Vermégens, verschiedene Zucker als Kohlen- 
stoffquelle zu verwenden, bedienten wir uns zunachst einer kohlenstoffreien Nahr- 
lésung mit Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle (Ammoniumsulfat 0,5%, Kalium- 
biphosphat0,1%, Magnesiumsulfat 0,05 %). Den besonderen Ernahrungsbediirfnissen 
yon 7’. Pintolopesii entsprechend muBte dieser Nahrlésung noch 0,04% Hefeextrakt 
zugesetzt werden. Die zu untersuchenden Zuckerarten, d-Glucose, d-Galaktose, 
Saccharose, Maltose und Lactose, wurden dieser Nahrlosung einzeln in Kon- 
zentrationen von 2% zugesetzt. Diese verschiedenen Nahrlésungen sowie die 
Nahrlésung ohne Zuckerzusatz wurden in Mengen von 13 cm? in Reagensréhrchen 

-abgefiillt. Nach 5 Tagen Wachstum bei 35° C wurde das Resultat nephelometrisch 
festgestellt. Nur in den Réhrchen mit d-Glucose als Kohlenstoffquelle erfolgte 
ein deutliches Wachstum. Wir schlossen daraus, daB d-Glucose von 7’. Pintolopesit 
verwendet wird, die anderen untersuchten Zuckerarten jedoch nicht. Da in den 
Réhrchen mit der zuckerlosen Nahrlosung kein Wachstum erfolgte, schlossen wir 
ferner, da® der zugesetzte Hefeextrakt praktisch nicht als Kohlenstoffquelle fiir 
T. Pintolopesii in Frage kommt und somit das Vorhandensein dieses Zusatzes 
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den Wert der Ergebnisse nicht herabmindern kann. Als wir dann spiter die Stick- 
stoffassimilation (siehe unten) untersuchten, stellte sich heraus, daB Ammo- 
niumsulfat nicht als Stickstoffquelle verwendet wird. Da wir aber diese Verbindung | 
bei der Priifung der Kohlenstoffassimilation verwendet hatten, muBten wir schlie- 
Ben, daB in Wirklichkeit nur der Hefeextrakt als Stickstoffquelle verwendet worden 
war. Eine Wiederholung der Versuche unter Weglassung des Ammoniumsulfats di ihrte 
zu denselben Ergebnissen. Die abgelesenen Werte sind aus der Tab. 2 ersichtlich. 


Tabelle 2. N- und C-Assimilation. Die Zahlen sind ein Map fiir die Lichtdurch- 
lassigkeit der Nahrlésung mit der gewachsenen Hefe in Suspension. Mw. = Mittelwert. 
n.b. = nicht beimpft. 


Dextrose 2%, Hefeextrakt 0,04% Hefeextrakt 0,04%, KH,PO, 0,1%, MgSO, 0,05%, 
KH.PO, 0,1%, MgSO, 0,05%, dest. Wasser 100 dest. Wasser 100 
s | te 2 FA s xe = 
wei} sel) eea | se} ase] NS | Se) SX | ee) se) ee) seg] sg 
wale) ga | ae gu a Ba | Oe ga | on ga == é 
+ Oo BS oN ae Wise q | tola r - +2Z/ 8 
+ + + Sola se + a@| 6 
70 70 71 76 46 70 7 91 86 80 94 94 94 
70 69 71 80 46 72 68 92 87 $l 92 93 95 
70 72 70 79 47 71 70 91 86 81 96 93 94 
73 70 70 78 45 Fi) 68 90 86 82 95 93 94 
afl 70 68 78 46 69 71 91 87 80 94 92 94 
69 69 68 78 46 72 70 91 87 81 93 93 94 
Mw. | Mw. | Mw. | Mw. | Mw. | Mw. | Mw. | Mw. | Mw. | Mw. | Mw. | Mw. | Mw. 
LO NET 69,7 | 78,2 | 46 70,8 |69,8 | 91 | 86,5 | 80,8 | 94 93 | 94,1 
m.b.'| nb.) n.b.} 0.b.|. nb: | mb. | nb. |neb. | n. bed) A.D. |) nb.) nee eee 
98 98 98 98 92 98 98 98 98 90 98 98 98 


Es ergab sich somit, da d-Glucose von 7’. Pintolopesii als Kohlen- 
stoffquelle verwendet wird, d-Galaktose, Saccharose, Maltose und Lactose 
dagegen nicht. 

Das auBerst geringe Wachstum mit Saccharose und Maltose kann fiir 
praktische Klassifikationszwecke unberiicksichtigt bleiben. Ob hier wirk- 
lich eine, wenn auch aiuerst geringe Verarbeitung dieser Zucker vor- 
gelegen hat, laBt sich ohne weitere Untersuchungen nicht sagen, da z. B. 
eine teilweise Hydrolyse dieser Zucker bei der Sterilisation stattgefunden 
haben mag. Ferner ist zu beachten, daB bei Maltose bereits der Nullwert: 
(90) niedriger war. 

N-Assimilation. Das Vermégen, Kaliumnitrat, Ammoniumsulfat, Harnstoff, 
Asparagin und Pepton als Stickstoffquellen zu verwenden, priiften wir in ahnlicher 
Weise wie die Kohlenstoffassimilation. Die Grundnahrlésung enthielt folgende Sub- 
stanzen: d-Glucose 2%, Kaliumbiphosphat 0,19, Magnesiumsulfat 0,05%, Hefe- 
extrakt 0,0494. Die Konzentrationen der zugesetzten Stickstoffquellen und die nach 
5 Tagen Wachstum bei 35° C abgelesenen Werte sind aus der Tab. 2 ersichtlich. 

Da Hefeextrakt von 7’, Pintolopesii als Stickstoffquelle verwendet wird, er- 
folgte in allen Réhrchen ein deutliches Wachstum. Nur ein einwandfreies Mehr- 
wachstum in den Réhrchen mit Zusatz einer der gepriiften Substanzen konnte als 
Beweis genommen werden, daB die Hefe die betreffende Substanz als Stickstoft- 
quelle bentitzt, Dies war nur in den Réhrchen mit dem Peptonzusatz der Fall. 
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Es ergab sich somit, daB Pepton als Stickstoffquelle von 7’. Pintolo- 
pesii verwendet wird, Kaliumnitrat, Ammoniumsulfat, Harnstoff und 
Asparagin dagegen nicht. 

Man beachte, da in den Réhrchen mit Asparagin das Wachstum 
geringer war als in den zusatzlosen Réhrchen. Dieser interessante Befund 
mag zu den Ergebnissen von Harrenius — zitiert nach Linty und 
BaRNETT — in Beziehung stehen. Harrevius fand namlich, da® das 
Wachstum eines Hefestammes u. a. von Asparagin gehemmt wurde, wenn 
suboptimale Mengen von f-Alanin im Nahrmedium vorhanden waren. 


Athylalkoholverwertung. Mit Athylalkohol als einzige Kohlen- 
stoffquelle erfolgte kein Wachstum. Die angewandte Technik war die- 
selbe wie fiir die Priifung der Zuckerassimilation. Die abgelesenen Werte 
sind aus der Tab. 2 ersichtlich. 


_ Carotinoide Pigmente. Nachweisversuche von carotinoiden Pig- 
menten mit der Methode von Mo.iscu — zitiert nach LoppEr (S. 36) — 
verliefen negativ. 


Pathologie. Die Heterotrophie von 7’. Pintolopesii in bezug auf eine 
Substanz, welche im Leber- und Milzgewebe der weiffen Maus, jedoch 
nicht in Pepton vorhanden ist, gemeinsam mit der Tatsache, daB bei der 
K6rpertemperatur der weiBen Maus maximales Wachstum, unter 28° C 
jedoch kein Wachstum erfolgt, laBt es als fast sicher erscheinen, daB 
T. Pintolopesi ein obligater Parasit der weiBen Maus und méglicher- 
weise auch anderer Warmbliiter ist. 

Die Temperaturspanne des Pilzes (28—40° C) stimmt gut tiberein mit der 
Temperaturspanne mancher menschenpathogenen Mikroorganismen, wie des Me- 
ningococcus (25—42° C), des Gonococcus (30—39° C), des Mycobacterium tubercu- 
losis (29—43° C); ,,eine ahnliche kleine Spanne zeigen viele pathogene, an die 
Kérpertemperatur der Warmbliiter angepaBte Formen‘‘ (RrpreL-Baupes, S. 138). 
Allerdings vermag 7’. Pintolopesii sich bei Zimmertemperatur langere Zeit lebend 
zu erhalten. Kulturen, die 3 Monate lang bei Temperaturen zwischen 10 und 
20° C aufgehoben worden waren, enthielten, wie gelungene Subkulturen bewiesen, 
noch lebendes Zellmaterial. Es ist somit die Méglichkeit gegeben, daB eine 7’. 
Pintolopesii-Infektion mit Zellen erfolgen kann, die schon seit langerer Zeit den 
Wirtsorganismus verlassen haben. $ 

Uber die Klinik, pathologische Anatomie, Ubertragung usw. der 7’. Pinto- 
lopesii-Infektion sowie tiber die Frage, welche Lebewesen von ihr befallen werden 
kénnen, 1a8t sich zur Zeit nichts sagen; einige Inokulationsversuche, welche wir an 
Meerschweinchen vornahmen, sind ergebnislos verlaufen. 


Systematische Stellung und Umgrenzung von T. Pintolopesii. 3 
‘Da T. Pintolopesii weder Askosporen noch Basidiosporen (Ballisto- 
sporen) bildet und die Morphologie einer Hefe besitzt, gehdrt sie zur 
Gruppe der asporogenen Hefen. 


Diese Gruppe bildet in der Einteilung von Bucuwatp — zitiert nach DippEns 
und Lopper, S. 12 —die Ordnung der J'orulopsidales, welche zu den Fungi imperfecti 
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gehért. Nach Lopprr und nach Dippens und Loppsr wird diese Ordnung | 
von zwei Familien aufgebaut: den Rhodotorulaceae und den Torulopsidaceae. | 
Die erstgenannte Familie unterscheidet sich von der zweiten durch die Bildung | 
carotinoider Pigmente. Da 1’. Pintolopesii keine carotinoiden Pigmente bildet, | 
gehort sie zur Familie der Torulopsidaceae. Die Hefen dieser Familie, die Pseudo- 
mycel bilden, bauen die Unterfamilie der Mycotoruloideae auf, diejenigen, die 
keins bilden — somit auch 7’. Pintolopesii — stellen die Unterfamilie der Torulopst- 
doideae dar mit den 7 Gattungen: Torulopsis, Pityrosporum, Mycoderma, Kloeckera, 
Asporomyces, Trigonopsis und Schizoblastosporion. 

T. Pintolopesii muBte folgender Eigenschaften wegen in der Gattung 
Torulopsis BERLESE em. LoppER (S. 180) untergebracht werden: Die 
Zellen sind oval oder rund, die Knospung ist multipolar, in fliissigen 
Nahrmedien wird ein Bodensatz, aber keine Haut gebildet, d-Glucose 
und Pepton werden assimiliert. 

Von LoppER wurden innerhalb dieser Gattung 22 Arten und 2 Varie- 
titen anerkannt. 7’. Pintolopesii unterscheidet sich von diesen Arten 
und Varietiten durch ihre Temperaturspanne und ihre Abhangigkeit 
von einem Wachstumsfaktor, der nicht in Pepton vorhanden ist. 


Die Torulopsisarten zerfallen in 2 Gruppen: die der vergirenden und die der 
nichtvergarenden Arten. 7’. Pintolopesii vergart d-Glucose, gehért somit zur 
1. Gruppe. Innerhalb dieser Gruppe wurden von LoppER 2 Arten und eine Varietit 
anerkannt, die, wie 7’. Pintolopesii, nur d-Glucose vergiren. Es sind dies 7. pul- 
cherrima (LINDNER) Saccarpo, 7’. pulcherrima var. variabilis LoppER und 7’. 
Molischiana (Z1iKus) LoppEr}. 

T. pulcherrima und die Varietat variabilis unterscheiden sich von 
T. Pintolopesii durch ihr gutes Wachstum bei Zimmertemperatur, ihre 
Unabhiangigkeit von in Pepton nicht vorhandenen Wachstumsfaktoren, 
die Bildung eines Ringes und einer schleimigen Haut in fliissigen Nahr- 
medien, die Bildung eines roten Pigments bei Anwesenheit einer Spur 
Kisen, die Assimilation von Ammoniumsulfat, Harnstoff und Asparagin. 
AuBerdem bildet 7’. pulcherrima, wie WINDISCH sowie DippENs und 
LoppER neuerdings feststellten, Pseudomycel, so da sie, samt der 
Varietit variabilis in die Gattung Candida iibergefiihrt werden muBte. 


T’. Molischiana unterscheidet sich von 7’. Pintolopesii durch ihr gutes 
Wachstum bei Zimmertemperatur, ihre Unabhangigkeit von in Pepton 
nicht vorhandenen Wachstumsfaktoren, die geringere Gré8e der Zellen, 
die Schleimhiille der Zellen, die fehlende Anordnung der Zellen in gré- 


* Anmerkung bei der Korrektur. Frau Dr. J. Lopper hat uns auf die Existenz 
von Cryptococcus glabratus aufmerksam gemacht. Diese Hefeart, welche ebenfalls 
nur Glucose vergiirt und assimiliert, wurde von ANDERSON (J. Inf. Dis. 21, 341, 
1917) beschrieben und von LoppER (Mycopathologia 1, $8, 1937) in die Gattung 
Torulopsis gebracht. ,,7’. Pintolopesii unterscheidet sich jedoch deutlich von 7. 
glabrata durch die eigentiimliche Thermophilie und durch das Biosbediirfnis“ 
(Lopprr: Persénliche Mitteilung). Frau Dr. J. LoppEr hat freundlicherweise 
eine Kultur von 7’. Pintolopesii nachuntersucht und unsere Ergebnisse bestatigt. 
Ks sei ihr dafiir an dieser Stelle bestens gedankt. 
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Beren SproBverbiinden, die Bildung eines Ringes in fliissigen Nahr- 
medien, die schleimige Konsistenz der Stri¢hkultur. (Was die Kigen- 
schaften von 7. pulcherrima und von 7’. Molischiana betrifft, stiitzen 
wir uns auf die Beschreibung von LoppEr.) 

Es ergibt sich somit, daB der untersuchte Hefestamm zur Gattung 
Torulopsis gehért, jedoch nicht in einer der bekannten Arten dieser 
Gattung untergebracht werden kann. Er stellt somit den Vertreter 
einer neuen Art dar, fiir welche wir bereits eingangs den Namen 
Torulopsis Pintolopesii vorschlugen. Die Umgrenzung dieser neuen Art 
folgt anschlieBend. 


Torulopsis Pintolopesii sp. nov. 


Cellulae ovoideae vel globosae (4—5)x(5—7) mu, binae aut singulares, sed 
communiter in catenis ramosis. Crescit tantum inter 28 et 40° C. Indiget factore ad 
erescendum in extracto levedinis non in peptono existente. Sedimentum formatur 
in medio liquido cum dextroso et peptono et extracto levedinis, anulus pellicu- 
laque non oriuntur. Fermentat dextrosum, non vero galactosum, saccharum, 
maltosum, lactosum. Assimilat dextrosum, non vero galactosum, saccharum, 
maltosum, lactosum neque alcohol aethylicum. Nitras kalii, sulfas ammonii, ureum, 
asparaginum non assimilantur, peptonum vero assimilat. Cultura in agaro cum 
dextroso et peptono et extracto levedinis post unum mensem sub 35° C apparet 
flavido-alba, mollis, nitens, glabra, margineque saepe sublobata. 

Habitat: In hepate et liene Muris musculi L., formae albinae, Olissipone. 

Zellen oval oder rund, (4—5) x (5—7) yw, einzeln oder zu zweien, aber meist in 
verzweigten SproBverbainden. Wachst nur zwischen 28 und 40° C. Braucht einen 
Wachstumsfaktor, der in Hefeextrakt, aber nicht in Pepton enthalten ist. In 
Nahrlésung mit d-Glucose, Pepton und Hefeextrakt bildet sich Bodensatz, Ring 
oder Haut werden nicht gebildet. Fermentiert d-Glucose, aber nicht d-Galaktose, 
Saccharose, Maltose und Lactose. Assimiliert d-Glucose, aber nicht d-Galactose, 
Saccharose, Maltose, Lactose und Athylalkohol. Assimiliert Pepton, aber nicht 
Kaliumnitrat, Ammoniumsulfat, Harnstoff und Asparagin. Strichkultur auf Agar 
mit d-Glucose, Pepton und Hefeextrakt nach 1 Monat bei 35° C, cremefarbig, 
weich, glanzend, glatt, oft mit leicht gekrauseltem Rand. 

Habitat: In Leber und Milz von Albinos von Mus musculus L. in Lissabon. 


- Als Typus dieser Art nehmen wir den untersuchten Stamm. Dieser Stamm wird 
im ,,Departamento de Micologia‘ des ,,Instituto Boténico“ zu Lissabon unter der 
Nummer 2405 in Kultur gehalten. Eine Subkultur wurde bei der Hefeabteilung des 
,,Centraalbureau voor Schimmelcultures‘ zu Delft deponiert. 


Zusammenfassung. 


Bei 6 von 10 weiBen Mausen, die intraperitoneal mit Acladium Castel- 
lanii geimpft worden waren, zeigten sich nach 3 Wochen Abscesse in 
Leber, Milz und Diinndarm. In den Krankheitsherden und in Kulturen 
bei 37° C zeigte der untersuchte Stamm nicht einen hefedhnlichen, 
sondern einen filamentésen Habitus; hierinunterscheidetsich A.Castellanii 
von Blastomyces dermatitidis und B. brasiliensis, mit welchen Pilzen 
A. Castellanii in Kultur bei Zimmertemperatur groBe Ahnlichkeit hat. 
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Von Leber und Milz dreier weiSen Miuse, die mit A. Castellanii infiziert | 
worden waren, wurde eine neue Hefe isoliert, fiir welche der Name: 
Torulopsis Pintolopesii vorgeschlagen wird. 7’. Pintolopesii wachst nur 
zwischen 28 und 40° C und braucht einen thermostabilen, wasserlés- . 
lichen Wachstumsfaktor, der im Leber- und Milzgewebe der weiSen | 
Maus, in Hefeextrakt und in Fleischextrakt, jedoch nicht in Pepton vor- | 
handen ist. Auf Sabouraudagar mit Zusatz von 0,5% Hefeextrakt er- 
folgt gutes Wachstum. 7’. Pintolopesii bildet keine Askosporen, keine 
Basidiosporen (Ballistosporen), kein carotinoides Pigment, kein Pseudo- 
mycel. Die Zellen zeigen multipolare Sprossung, sind oval oder rund und 
habeneine starke Neigung zur Bildung von groBen SproBverbanden (Abb.1). 
In fliissigen Nahrmedien wird nur Bodensatz gebildet, Ring- und Haut-, 
bildung, sowie Triibung bleiben aus. Die Strichkultur ist cremefarbig, 
weich, glinzend und glatt, an den Randern oft leicht gekrauselt. Von 
den untersuchten Kohlenstoffquellen (d-Glucose, d-Galaktose, Saccharose, 
Maltose, Lactose und Athylalkohol) wird nur d-Glucose verwendet 
(Tab. 2). d-Glucose wird vergoren. Von den untersuchten Stickstoff- 
quellen (Kaliumnitrat, Ammoniumsulfat, Harnstoff, Asparagin und 
Pepton) wird nur Pepton verwendet (Tab. 2). Asparagin zeigte unter den 
Versuchsbedingungen des Verfassers eine hemmende Wirkung auf das 
Wachstum von 7’. Pintolopesii (Tab. 2). 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitit G6ttingen.) 


Uber das scheinbare Versagen des Tetrazoliumtestes 
bei Bacterium coli. 


Von 
HEINZ STOLP. 


Mit 2 Textabbildungen. 


(Hingegangen am 1. Mérz 1952.) 


Von WaALLHAUSsER (1950) wurde darauf hingewiesen, daB mit den gebrauch- 
lichsten Plattentestmethoden, dem Zylinder- und Lochtest, Antibiotica nur in ihrer 
Wirkung auf auskeimende Testorganismen gepriift werden kénnen. Uber den 
HinfluB eines Stoffes auf altere Keime sind bei Anwendung dieser Methoden keine 
Aussagen zu machen. Das Auftreten einer sichtbaren Hemmzone ist bei einer schon 
bewachsenen Platte nur dann zu erwarten, wenn der Testorganismus unter der 
Wirkung der zu priifenden Substanz der Autolyse unterliegt, was aber nur in den 
seltensten Fallen zutrifft. Obwohl einige bakteriolytisch wirkende antibiotische 
Substanzen vorkommen, haben wir es bei der Mehrzahl der Antibiotica bekannt- 
lich mit stark bakteriostatisch und nur schwach bactericid und nicht lytisch wirk- 
samen Stoffen zu tun. Durch Anwendung von Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) 
konnte WaALLHAUSSER mit Bacillus mycoides als Testorganismus normalerweise 
nicht sichtbare Hemmzonen ,,entwickeln“*. Die nicht geschadigten Bakterien ver- 
ursachten durch Reduktion von TTC in kiirzester Zeit eine intensive Rotfarbung, 
wahrend im Bereich eines wirksamen Hemmstoffes die Formazanbildung ausblieb. 
Es konnte mit dieser Methode auBerdem gezeigt werden, da die mit TTC sichtbar 
gemachten Hemmzonen oft bedeutend gréBer sind als normal sichtbar, sofern es 
sich um den iiblichen Test auf auskeimende Organismen handelt. 


ErfahrungsgemaB sind die meisten gram-positiven Bakterien gegen 
Antibiotica empfindlicher als gram-negative, wenn auch einige Ausnah- 
men dieser Regel entgegenstehen. Aus diesem Grunde haben die gegen 
gram-negative Organismen wirksamen Substanzen besondere Bedeutung 
erlangt. Als Testorganismus wird vielfach Bactervwm coli benutzt. 

Bei eigenen Untersuchungen wurde nun die Beobachtung gemacht, 
daB der von WALLHAUSSER vorgeschlagene Test bei B. coli nicht anwend- 
bar ist, weil sich Coli-Keime nach einem Alter von etwa 10 Std auf 
einem Bouillon-Nahrboden nicht mehr anfarben. Es gelang durch Ab- 
ainderung der Methodik, das Reduktionsvermégen von B. coli zu akti- 
vieren und damit eine Anfairbung und Abgrenzung von Hemmzonen 
auch bei den iiber die ganze Flache gleichmaBig bewachsenen Platten zu 
erreichen. 

Von anderer Seite wurde schon darauf hingewiesen, daB verschiedene Bakterien 
auf Tetrazoliumsalze sehr unterschiedlich reagieren. Die Verhaltnisse wurden von 


Breic u. Mitarb. naher untersucht. Es hat sich dabei herausgestellt, daB einige 
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Stiimme TTC mehr oder weniger stark reduzierten und dafB bei anderen (z. B. 
Streptokokken) iiberhaupt keine Rotfarbung zu beobachten war. Bei verschiedenen 
Stiimmen trat erst nach einigen Tagen Rétung auf, wahrend andere bereits nach 
wenigen Minuten gut erkennbare Formazanbildung aufwiesen. Mit zanehmendem 
Alter nahm die Zahl der elektiv gefarbten Keime ab. Bei Einwirkung von TTC 
auf eine 24 Std alte Kultur von B. coli lieBen nur noch 50% der Keime mikrosko- 
pisch Formazanbildung erkennen. WaLLHAUSSER konnte dagegen bei Bac. mycoides 
noch nach 48 Std eine intensive Rotfarbung feststellen, die erst im Alter von etwa 
60 Std merklich nachlie8. Eigene Untersuchungen in dieser Richtung fiihrten zu 
ganz ahnlichen Ergebnissen. 


DaB8B Bakterien in einem bestimmten Alterszustand das TTC nicht mehr 
reduzieren, liegt daran, daB der Stoffwechsel durch Verbrauch der Nahr- 
stoffe oder Anreicherung hemmender Stoffwechselprodukte zum Stillstand 
kommt. Nichtreduzierende Bakterien brauchen deshalb nicht tot zu sein. 


Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Oben: Streptomycin. Unten; Sublimat. (Erklirung im Text.) 
Abb. 2. Wie bei Abb. 1. (Erklirung im Text.) 


Von dem Gedanken ausgehend, dali die bakterielle Hydrierung des 
TTC einen bestimmten Aktivititszustand voraussetzt, wurden die mit 
B. coli bewachsenen Testplatten zur Regeneration der Reduktionsfihig- - 
keit mit einer Glucoselésung iiberschichtet. Dabei zeigte sich, daB nach 
1—2stiindiger Vorbehandlung mit 2% iger Glucoselésung bei 37°C 
und anschlieBendem Zusatz 1% iger TTC-Lisung meist schon in 1 bis 
2 min eine intensive Rotfairbung zu erreichen war. Man mu annehmen, 
daB der Zuckerzusatz die Stoffwechseltitigkeit der Bakterien wieder auf- 
leben 1iBt und eine Aktivierung H-verschiebender Fermentsysteme be- 
wirkt, auf deren Tatigkeit die Formazanbildung sehr wahrscheinlich 
zuriickzufithren ist. Denn einfache SH-Verbindungen kommen fiir die 
Reduktion kaum in Frage, da beispielsweise TTC durch Cystein erst in 
stark alkalischem Bereich reduziert wird (Brevia) 
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Wurde das TTC gleichzeitig mit der Zuckerlésung zur Kultur ge- 
geben, dann trat die Rotfarbung langsamer ein und blieb an Intensitiit 
zuriick. Aus dieser Beobachtung mu auf eine Beeintrichtigung des 
Bakterienstoffwechsels geschlossen werden, so daB von einem die 
lebende Zelle nicht schidigenden ,,Vitalfarbstoff‘ im eigentlichen Sinne 
nicht gesprochen werden kann. Bretic und Mitarb. haben schon darauf 
hingewiesen, dai bei langandauernder Einwirkung von TTC ein grofer 
Teil der Keime abstirbt, weil TTC schwachen Invertseifencharakter be- 
sitzt (KUHN und JERSCHEL). Kin Zusatz von TTC zu frisch beimpften 
Rohrchen hatte gezeigt, daB schwache oder ausbleibende Farbung mit 
einer partiellen oder totalen Hemmung des Bakterienwachstums ein- 
hergeht. 

Die Beziehungen zwischen Alter der Bakterien, Nahrbodenverhilt- 
nissen und der Reduktion von TTC sind in der folgenden Tabelle zu- 
sammengestellt. Die Versuche wurden mit B. coli auf Bouillon-Agar bei 
einer Bebriitungstemperatur von 37° C durchgefiihrt. Die TTC-Behand- 
lung erfolgte bei den Kulturen auf reinem Bouillon-Agar (Spalten 2—4) 
in verschiedener Weise: Bei A ging dem Zusatz von TTC eine Zucker- 
behandlung voraus, bei B kamen beide Lésungen gleichzeitig zur An- 
wendung, und bei C wurde allein mit TTC behandelt. 


Tabelle 1. 
Reduktion yon TTC durch B. coli. auf: 
TTC-Zusatz nach: 1 2 3 4 
Bouillon Bouillon Bouillon Bouillon 
+ 1% Glucose A B 

ISA Sh ie EOS ie eae +44 +++ ++ + n.7 Std 
DAS Stipes. ao iecsicu ++ +++ sae — 
BO OUM ters ce a tisuete +f spa as + — 
48 Std u. alter .. . a +++ ++ — 
Zeichen: Intensitat der Rotfarbung nach einer Einwirkungszeit des TTC von 5 min. 

+++ = stark; ++ =schwach; + = sehr schwach; — = fehlend. 


Aus Spalte 1 ist zu entnehmen, dafi auf einem Bouillon-Glucose-Agar 
noch nach 24 Std eine schwache Anfarbung zu beobachten war, wo- 
gegen auf einem reinen Bouillon-Nahrboden mit TTC allein bei 12 Std 
alten Keimen erst nach 7stiindiger Einwirkungszeit eine erkennbare, 
sehr schwache Rotung auftrat. 

Die Einwirkung von Streptomycin (1: 500) und Sublimat (5%) auf 
B. coli in auskeimendem Zustand ist in Abb. 1 dargestellt. Beide Stoffe 
fiihrten unter diesen Versuchsbedingungen zur Bildung klarer, auch 
ohne Anfarbung sichtbarer Hemmzonen. Die beiden Platten links wurden 
nach 24stiindiger Bebriitungszeit mit 1%iger TTC-Lésung behandelt 
und blieben — wie zu erwarten — wegen des in diesem Alter fehlenden 

T4* 
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Reduktionsvermégens farblos. Die Platten rechts wurden 2 Std vor dem 
TTC-Zusatz mit 2°%iger Glucoselésung vorbehandelt. Danach trat inner- 
halb von 2 min eine intensive Rotfarbung ein. Die Abb. 2 zeigt die ent- 
sprechenden Versuche mit 12 Std alten Kulturen. (Die Lésungen wurden 
also erst nach diesem zeitlichen Vorsprung der Bakterien getestet.) 
Nach 12stiindiger Einwirkung des Streptomycins bzw. Sublimats wur- 
den die Platten in derselben Weise wie fiir Abb. 1 beschrieben mit TTC 
behandelt. Die Platten links (ohne Zuckerbehandlung) lassen keine 
Hemmzonenbildung erkennen, weil der Nahrboden im Alter von 12 Std 
schon gleichmaBig bewachsen war und die 24 Std alten Keime TTC 
nicht mehr reduzierten. Auf den entsprechenden Platten rechts (mit 
Zuckerzusatz) sind die tatsichlich aufgetretenen Hemmzonen sichtbar 
gemacht. Bei dem stark bactericid wirkenden Sublimat (das gleiche 
trifft fiir Antibiotica mit ausgesprochen bactericiden Eigenschaften, wie 
sie z. B. Patulin besitzt, zu) zeichnet sich eine vollig ungefarbte Zone ab, 
wahrend der entsprechende Versuch mit Streptomycin wegen der auf 
altere Coli-Keime nur schwach bactericiden Wirkung dieses Stoffes eine 
mehr oder weniger, von der Konzentration abhangige, diffuse Hemm- 
zone (vgl. Hemmzonentypen nach WALLHAUSSER 1951) erkennen 1laBt. 


Zusammenfassung. 


Kulturen von B. coli verlieren auf Bouillon-Naihrbéden schon nach 
einem Alter von 10—12 Std die Fihigkeit, Tetrazoliumsalze zu redu- 
zieren. Damit ist die Méglichkeit, die Wirkung irgendwelcher Substanzen 
auf altere Coli-Keime im Diffusionsplattentest durch Anfarben mit TTC 
zu ermitteln, normalerweise nicht gegeben. Es wird eine Methode be- 
schrieben, die durch Zusatz von Glucose auch in solchen Fiillen eine 
direkte Auswertung von Testplatten gestattet. 
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